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1．はじめに

供血者のC型肝炎ウイルス（HCV）に対する抗

体スクリーニングを実施したにもかかわらずヨー

ロッパとアメリカ合衆国では血漿分画製剤による

HCVの感染が報告された．これは，HCVに感染し

てから抗体が検出されるまでのウインドウ期の血

漿が原料血漿に混入していたためと考えられ

た1）2）．そこで，血液製剤のより一層のウイルス学

的安全性の確保を目的としてヨーロッパでは

1999 年 7 月 1 日から原料血漿プールでHCV-

RNAの核酸増幅検査（NAT）を実施することに

なった．すでにイギリスをはじめオランダ，ドイ

ツ，イタリア，アメリカ合衆国の各国では標準品

やランコントロールを作製しており，NATを実

施する施設で使用されていたが，HCV-RNA量が

コピー数や genome equivalent 等まちまちの単位

で表示されていたので，標準品のHCV-RNA量や

NAT法の感度を相互に比較することが出来な

かった．イギリスのNIBSC によってHCV-RNA

の国際標準品作製のための国際共同研究が組織さ

れ，1997 年 10 月にWHO国際標準品（96�790）が
制定され，国際単位を用いて各国参照品の力価を

比較することが可能になった3）4）．わが国において

は厚生省告示第 427 号によって，平成 13 年 3 月 1

日から製造され，又は輸入される血液製剤の原料

血漿についてB型肝炎ウイルスDNA，C型肝炎

ウイルスRNA及びヒト免疫不全ウイルスRNA

に対するNATを実施しなければならないことに

改められた．実際にはそれ以前に日本赤十字社の

献血血液とすべての血漿分画製剤製造所の原料血

漿プールについてHCV-RNAの NATが実施さ

れた．しかし，施設ごとにNAT法が異なり，自家

標準品やキットの標準品の表示単位が統一されて

いなかったので，それぞれの施設での感度や精度

を比較・評価することができなかった．国際単位

で表示された広く認められた標準品を用いて感度

や精度を測定することにより，施設間の比較や評

価が可能になると考えられた．一方，国際標準品
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はその配布数も限られており，国際標準品に対し

て較正された我が国独自の国内標準品の作製が望

まれていた．そこで，血漿分画製剤の安全性確保

対策の検討小委員会（以下，小委員会と略）は

HCV-RNA量を国際単位で表示した国内標準品を

作製するための共同研究を組織し，第一次HCV-

RNA国内標準品を作製したので報告する．国際標

準品は genotype 1 であるが，国内標準品は我が国

で最も頻度の高い genotype 1b とした．現在，さま

ざまなウイルスについて臨床や研究の場でNAT

が実施されているが，国内標準品として定められ

たものはまだない．その意味で，本標準品は我が

国で初めて作製されたウイルスのNATのための

国内標準品でもある．

2．材料および方法

1）国内標準品候補の原料血漿の選択

日本赤十字社より供与されたHBs 抗原，抗

HIV-1�2 抗体，HBV-DNA，HIV-RNAのすべてが
陰性で，HCV陽性の血漿の中から日本で最も高頻

度に見られる genotype 1b の 2 つの血漿（119 と

122）を標準品の原料候補とした．各原料血漿の一

部を脱クリオプール血漿で約 105 国際単位（IU）�
ml に希釈して－80℃で凍結・保存した試料を調

製し，HCV-RNA国際標準品とともに参加施設に

配布した．各施設は測定ごとに新しいバイアルの

候補品を脱クリオ血漿で希釈して 10 倍希釈系列

（10－1 から 10－7）を調製することとし，日を替えて

2回定性的な方法でエンドポイントの測定を実施

した．一重測定を原則としたが，日常的に二重測

定を実施している場合は二重測定した（第 1回測

定）．このとき使用した国際標準品は小分けして

－80℃に凍結保存して第 2回測定に用いた．

2）HCV-RNA国内標準品候補の作製と評価

1）で選択した血漿 122（PHA力価 214，RNA

量 2～3×106IU�ml，容量 185ml）をあらためて約

105IU�ml に脱クリオ血漿で希釈，0.5ml ずつガラ

ス瓶に分注し－80℃で凍結して，HCV-RNA国内

参照品候補 122（候補品）とし，参加施設に送付し

た．各施設は初回は 10 倍希釈系列で予備的なエン

ドポイントを測定し，より正確なエンドポイント

の値を得るために 2回目以降はそのエンドポイン

トをはさんで 7段階の 100.5 希釈系列を測定ごと

に調製し，日を替えて 4回測定を実施した（第 2

回測定）．参加施設から返送された結果を集計し

て，HCV-RNA国内標準品候補のWHO国際標準

品に対する力価を推定した．

3）参加施設と測定方法

日常的にHCV-NATを実施している 9施設（国

内 6施設，米国 2施設，ヨーロッパ 1施設）に候

補品を配布し，7施設（国内 5施設，米国 1施設，

ヨーロッパ 1施設）から試験結果が返送された．

核酸の抽出と増幅の方法は各施設の任意の方法で

実施した．

4）測定値の分析

候補品，国際標準品についてそれぞれのエンド

ポイント濃度の対数値の平均を求め，その比を国

際標準品に対する候補品の対数相対力価とする．

施設ごとに国際標準品に対する候補品の対数相対

力価とその 95％信頼区間を推定した．7施設から

得られた対数相対力価の加重平均を求めて候補品

の対数相対力価を推定した．対数相対力価の真数

は国際標準品に対する候補品の相対力価を現すの

で，真数の値を国際標準品の力価に乗じて候補品

の力価を推定した．

3．結 果

1）参加施設が実施した測定方法

血漿分画製剤製造所 5施設（国内 3，海外 2），公

的機関 1施設，その他 1施設の合計 7施設から結

果が返送された．Table 1 に参加施設を表すコー

ド番号，抽出法，検出法を示す．4施設がアンプリ

コアHCV（Ver. 1）変法，2施設が自家法の nested

PCR法，1施設が自家法の single PCR 法を用いて

測定した．反応当たりの試料の量は 40～400µl

の血漿に相当した．

2）原料血漿の選択

国内標準品は様々なNAT法に使用されるの

で，候補品にふさわしい原料を選択する目的で，

第一回測定では 2つのHCV陽性血漿 119 と 122

を希釈した試料を配布して測定した．大きな相違

がなかったので，より多くの標準品の作製が可能

なように容量の大きい血漿 122 を候補品の原料と

して選択した．血漿 122 の HCVコア領域の塩基
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Table 1 Assays used in the collaborative study.

Eq. Vol. AmplifiedbExtractionaAssayLaboratory

100R&DAmplicor1

40In-house NaIIn-house single PCR2

50AmplicorAmplicor3

100R&DAmplicor4

400QIAampAmplicor5

100R&DIn-house nested PCR6

100R&DIn-house nested PCR7

a）R&D：Smi-test EX-R&D（Nippon Genetics Co. Ltd.）

Amplicor：Amplicor HCV version 1（Roche）

QIAamp：QIAamp DNA Blood Mini Kit（QIAGEN）

b） Eq. Vol. Amplified：the equivalent volume of sample that was amplified in an assay

Table 2　Estimated log potency of candidate 

122 calibrated against the international 

standard（96/790） . Overall（a） ＝ the overall 

mean log potency calculated from all 

laboratories. Overall（b） ＝ the overall mean 

log potency calculated from data excluding 

those of laboratories 1 and 2.

log10IU/ml

MaximumMinimumMeanLaboratory

5.313.944.631

5.754.124.942

5.664.114.883

6.004.885.444

5.344.414.885

5.914.595.256

5.714.295.007

5.204.805.00Overall（a）

5.294.845.07Overall（b）

配列を決定して genotype 1b であることを確認し

た．

3）候補品 122の国際標準品（96�790）に対す

る力価の推定

あらためて候補品を送付し，7施設において

100.5 稀釈系列で測定した（第 2回測定）．5施設で

独立の 4回の測定，2施設で各 2回繰り返し測定

を独立に 4回行った．エンドポイント法により国

際標準品に対する候補品の対数相対力価を求め

た．なお，エンドポイントが最大希釈と同等となっ

た場合は最大希釈をエンドポイントとした．また，

不連続な陽性結果を含む場合は希釈率の高いほう

をエンドポイントとした．施設毎に候補品の国際

標準品に対する対数相対力価とその 95％信頼区

間を求め，全施設の測定結果を用いて候補品の国

際標準品に対する対数相対力価を推定した．Fig.

1 に示すように全施設の結果は誤差の範囲で一致

し，国際標準品に対する候補品の対数相対力価の

平均は log10－0.001 であった．WHO国際標準品（96�
790）の力価は 105IU�ml であるから，候補品の力

価は 105.00（104.80～5.20）IU�ml，即ち 100,000IU�ml

Fig. 1 Log relative potency of candidate 122 to the inter-

national standard（96�790）. The laboratory code num-
ber and assay methods are explained in Table 1. The

solid line indicates the mean log relative potency calcu-

lated from all data, －0.001（－0.204-＋0.201）. The dotted

line indicates the mean log relative potency calculated

from the data excluding those of the laboratories 1 and

2, ＋0.066（－0.161-＋0.292）.
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と推定された（Table 2）．

参加 7施設中，施設 1では測定 4回中 3回でエ

ンドポイントが最大希釈と同等となった．また施

設 2では不連続な陽性結果が多く，測定結果のば

らつきが大きかった．そこで，この 2施設を除く

5施設の測定結果を用いて分析した結果，5施設の

結果は誤差の範囲で一致し，国際標準品に対する

候補品の対数相対力価の平均は log100.066 であった

（Fig. 1）．よって，候補品の力価は 105.07（104.84～5.29）

IU�ml，即ち 116,300IU�ml と推定され，全施設の

結果を用いた分析結果と有意な相違は認められな

かった（Table 2）．最尤法で本研究の測定値を分析

すると候補品の推定力価は 105.07（104.86～5.30）IU�ml

となり，2つの分析法による推定値はよく一致し

た．

以上の結果から，候補品 122 の国際標準品に対

する力価は 105.00IU�ml と推定され，力価 100,000

IU�ml の国内標準品として 1999 年 12 月に小委

員会で承認された．

4．考 察

一般に個々の施設で国際標準品に対する 2次標

準品を作製すると新たな誤差が生じるので，異な

る 2次標準品を用いて測定した結果を相互に比較

するのは困難である．HCV-RNA NAT試験にお

いて異なる施設間での測定値の比較や施設毎の検

出感度の管理を実施するためには性状が詳しく調

べてある広く認められた共通の標準品が必須であ

る．本共同研究によってわが国で初めて，国際単

位表示されたHCV-RNAの国内標準品が制定さ

れた．候補品の 95％信頼区間は力価 105.00IU�ml

に対して 104.80～5.20IU�ml であった．また参加施設

のなかの力価の最大は 105.44IU�ml（施設 4），最小

は 104.63IU�ml（施設 1）で 100.81 倍の相違であった

（Table 2）．これらの値はエンドポイントの測定を

100.5 倍希釈系列で実施したことを考慮すると十分

に小さいといえる．これは本共同研究の参加施設

を日常的にHCV-NATを実施している信頼性の

高い施設に限ったためと考えられる．国内標準品

は分与される予定であるので，血液製剤の安全性

確保のためのNAT試験法や診断薬の評価，臨床

検査センターにおけるHCV-RNA検査の評価に

広く用いられるようになれば，相互の性能を容易

に比較することが可能になり，試験法・検査技術

の向上が期待できる．各施設で国内標準品を用い

て繰り返し測定することにより有効検出限界の推

定値を得ることが可能である．こうして得られた

有効検出限界をもとに，たとえば 95％陽性反応を

得られる濃度と 50％陽性反応を得られる濃度の

標準品を常に測定に加えた測定結果を集積し，継

続的に各試験法の感度管理の精度向上を図ること

が望まれる．

5．結 論

血漿のHCV-RNAの NATのための国内標準

品を作製した．国内標準品はHCV抗体陽性の

HCV genotype 1b 陽性血漿を脱クリオ血漿で希

釈し，0.5ml ずつバイアルに分注，－80℃で凍結

保存したもので，その力価は 100,000IU�ml であ

る．
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