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ポリ-L-リジンコート磁性粒子を用いたウイルスの新規濃縮法の開発

―occult hepatitis B 検出への応用―
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【背景】輸血後HBV感染のリスクはHBV-NATの導入により減少したが，HBs 抗原陰性で微量のHBV陽性血液
を感染源とするオカルトHBV感染が問題として残っている．このような例に対処するためにHBVおよびHBs抗原
を濃縮することにより検出感度を上げる簡便な濃縮法を開発したので報告する．
【対象】HBc 抗体価が赤血球凝集阻止法（HI 法）により 25HI 価以上の値を示し，酵素抗体法（EIA法）により，
HBs 抗原が陰性，20 プールNATによりHBV-DNAが検出できないという条件を満たした献血者由来の血漿，計 78
検体を対象とした．
【方法】ポリ-L-リジンを表面にコートした磁性粒子を用いて，二価金属イオン存在下で，HBV-DNAを 20 倍に濃
縮，HBs 抗原を 8倍に濃縮して測定した．HBs 抗原は EIA（AxSYMⓇ：Abbott 社）にて，HBc 抗体はHI（日本赤
十字社）にて測定した．
【成績】対象とした 78 検体のうち 16 検体で個別NATによりHBV-DNAが検出された．残りの個別NAT陰性の
62 検体のうちの 25 検体からHBV-DNA濃縮後に新たにHBV-DNAが検出された．また，対象とした 78 検体は，濃
縮前の通常検査ではいずれもHBs 抗原は陰性であったが，濃縮後には 29 検体から新たにHBs 抗原が検出された．
【結論】本濃縮法はHBs 抗原，HBV-DNAの両者の検出感度を上げることにより，個別NATによってもHBV-
DNAが検出できなかった検体からHBV-DNAを，また通常のEIAではHBs抗原が陰性の検体から新たにHBs抗原
を検出することが出来た．
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緒 言
日本赤十字社血液センターでは，血清学的検査によっ

てはHBs抗原が検出できない，B型肝炎ウイルス（HBV）
感染ごく初期（HBV感染のウィンドウ期）の例，およ
び，HBc 抗体と共にごく微量のHBVが検出される例
（HBVのオカルト感染例１）２））を輸血用血液から排除する
ために，現在は 20 人分の血清をプールして 1検体とし
て測定する核酸増幅検査（Nucleic acid Amplification
Test：NAT）（以下ミニプールNATと略す）によるス
クリーニングを実施し，輸血後HBV感染の予防を行っ
てきた３）．しかしHBV感染のウィンドウ期やHBVのオ
カルト感染例ではウイルス量が少なく，ミニプールNAT
によってはHBV-DNAが検出されず，これらの血液を
感染源とするHBV感染がごく稀ながら発生しているこ

とが知られている４）．この解決策としては，献血者個々
人の血清をNATにより検査する，いわゆる個別NAT
によるHBV-DNA検査の実施が考えられる．しかし費
用対効果の観点から個別NATを実施に移すことが妥当
であるか否かについては議論の余地がある．個別NAT
に代わる方法としては，検体量を増やしてウイルスを
濃縮し，ごく微量のHBVを検出する方法が考えられる．
従来からのウイルス濃縮法の代表例としては超遠心に
よる方法５）が挙げられるが，濃縮に長時間を要すること
と同時に，多数の検体を処理することが困難であるこ
となどから，日常検査に応用可能な方法とは言い難い．
そこで我々は 2価金属イオンを利用した簡便なウイル
ス濃縮法をHBs 抗原，および，HBV-DNAの検出に応
用し，良好な結果を得たので報告する．
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Fig. 1 An illustration Schematic diagram of the concentration method of HBV and HBsAg: Two milliliters 
plasma specimen was added to poly-L-lysine-coated magnetic beads (JSR Co., Tokyo, Japan) to make a con-
centration of 1 mg/ml. This was mixed with 30 μl of 1.1 M zinc acetate solution and left to stand for 5 min-
utes, forming an aggregate of the virus and magnetic beads. This aggregate was placed on a magnetic 
stand for 5 minutes to magnetically separate the aggregate. The plasma fraction was then removed. After 
washing once with 1 ml of 2mM PBS, 50 μl of 0.3 M EDTA was added to the separated aggregate to yield 
the virus or HBsAg concentrate. 

対象と方法
対象
2003 年 3月から2007年 1月までの間に献血された血

液のうち，HBc 抗体価が赤血球凝集阻止法（HI 法）に
より 25HI 価以上６）の値を示し，酵素抗体法（EIA法）に
より，HBs 抗原が陰性，ミニプールNAT７）によりHBV-
DNAが検出できないという条件を満たす献血者由来の
血漿，計 78 検体を対象とした．
1）HBVと HBs 抗原の濃縮
二価金属イオンの存在下でウイルスと凝集体を形成

するポリ-L-リジンを表面にコートした直径1µmの磁性
粒子（MRC社，東京）を用いて濃縮した．
HBVおよびHBs抗原の濃縮法の概略をFig. 1に示し

た．すなわち，検体 2mlにポリ-L-リジンをコートした
磁性粒子 2mgを添加し，これに 1.1M酢酸亜鉛溶液を
60µl混合して 5分間静置し，ウイルスと磁性粒子表面
のポリ-L-リジンとの凝集体を形成させた．これを磁気
スタンド上に 5分間静置し，血漿成分を除去した後に
2mM PBS 1mlで 1回洗浄後，0.3M EDTA溶液を濃縮
液とした．
2）HBVの濃縮とHBV-DNAの測定
対象とした 78 検体のうち，個別NATによりHBV-

DNAが検出された 16検体を除く 61検体を対象として
20 倍に濃縮後，HBV-DNAを測定した．
濃縮後の検体中のHBV-DNAはスマイテストEX-R&D

試薬キット（（株）医学生物学研究所，長野）を用いて，
添付の操作手順書に従って抽出した．
HBV-DNAは，TaqManTM（ABI Prism 7700 Sequence

Detector：PE Applied Biosystems, Foster City, CA）に
より増幅し，NIBSC（National Institute for Biological
Standards and Control）の標準品を基に調整した日本
赤十字社の標準品を用いて作製した標準曲線を用いて
定量した．なお標準曲線から求めたHBVの定量限界

は 100copies�ml以上で，定性的な 95％信頼限界は 60
copies�mlであった７）．
3）HBs 抗原の濃縮とHBs 抗原の測定
対象とした 78 検体全例を対象として 8倍に濃縮後，

HBs 抗原を測定した．
HBs 抗原は，AxSYMTM（Abbott Laboratories；Ab-

bott Park, IL）を用いて，添付の操作手順に従って測定
した．

結 果
1）HBV-DNAの検出
対象とした 61検体のうち 25検体でHBV-DNAが新

たに検出された．これらの 25 検体のうち，HBV-DNA
量が最小であった例は 100copies�mlであった（Table
1，検体No 1）．仮に，濃縮効率が 100％であったと仮
定すると，この検体中のHBV-DNA濃度は 100copies�
20mlとなり，通常の表示法に換算すると 5copis�ml

相当となる．
2）HBs抗原の検出
対象とした 78 検体のうち，29 検体でHBs 抗原が新

たに検出された．この 29 検体のうち，10 検体は個別
NATによりHBV-DNAが陽性と判定されていた検体
（検体No 17～26），16 検体は，濃縮後の測定で新たに
HBV-DNAが検出された検体（No 1～16），そして残り
の 3例は濃縮後の測定によってもHBV-DNAが検出さ
れなかった検体（No 42～44）であった．なお，この 3
検体についてのHBs 抗原検出結果の特異性は，HBs
抗体を用いた吸収試験により確認した．

考 察
ポリ-L-リジンを表面にコートした磁性粒子を用いて

血漿検体中のHBVおよびHBs 抗原の濃縮を行い，以
下の結果を得た．検体を 20 倍に濃縮した後にNAT
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Table 1 Detection of occult HBV by concentration of HBV DNA and HBsAg.

HBV DNAHBcAbHBsAg
ALTAgeSexNo copies/mlHI (2n)EIA (s/n)＊1 Con. (×20)

IDNAT (copies/20ml)
Original Sample
IDNAT (copies/ml)OriginalCon. (×8)Original

100＜10083.311.79757F1
190＜10082.341.801937M2
210＜10093.491.461149M3
310＜10092.381.321649M4
510＜10092.901.651449M5
220＜10063.191.961631M6
270＜10062.571.572738F7
310＜10056.391.942340M8
130＜100103.751.681631M9
720＜100112.071.531030F10
610＜10063.011.112069F11
540＜10074.551.412647M12
250＜10072.391.111356F13
530＜10074.411.121243M14
2,200 ＜100107.291.971564M15
120＜10074.851.721154F16
nt＊2120102.091.421851F17
nt140112.171.241755F18
nt14063.721.191930M19
nt15084.651.794150M20
nt16064.621.942829M21
nt16072.521.831656M22
nt21064.381.521547F23
nt31092.441.421553F24
nt33082.611.143846M25
nt44095.211.551257F26
nt860101.871.588747M27
nt51091.131.033938M28
nt38081.511.241055F29
nt15061.341.031957M30
nt130111.971.531362M31
nt12091.531.471160F32
850＞10061.721.401639F33
790＞100101.541.771535F34
780＞10071.741.153756M35
400＞10080.970.981731M36
400＞10051.350.734539M37
390＞10061.981.772637M38
360＞100101.540.911149F39
150＞10081.131.06821F40
130＞100101.320.761350F41
NegNeg53.430.882130M42
NegNeg92.441.152258M43
NegNeg72.761.705033M44
NegNeg60.960.987037M45
NegNeg61.121.223050M46
NegNeg71.221.223827M47
NegNeg101.150.723358M48
NegNeg51.381.441256M49
NegNeg91.150.782656F50
NegNeg50.760.771457M51
NegNeg71.191.181445M52
NegNeg51.151.021848F53
NegNeg81.491.341746M54
NegNeg71.190.831222M55
NegNeg61.091.212339M56
NegNeg51.630.922249M57
NegNeg51.240.842320M58
NegNeg111.050.642331M59
NegNeg71.040.904337M60
NegNeg71.171.122749M61
NegNeg60.961.124444M62
NegNeg51.071.021535M63
NegNeg60.871.062343M64
NegNeg61.261.112128M65
NegNeg70.971.551426F66
NegNeg71.070.751140M67
NegNeg60.780.882148M68
NegNeg61.141.133135M69
NegNeg80.750.871126F70
NegNeg71.040.931431M71
NegNeg61.151.062432M72
NegNeg50.860.831130F73
NegNeg71.451.631641M74
NegNeg70.940.901157M75
NegNeg71.161.622755M76
NegNeg51.041.171838M77
NegNeg71.040.911029F78

＊1: Value of signal to noise (s/n): more than 2 is positive
＊2: not tested
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によりHBV-DNAを検出・測定した結果，原血漿の中
にHBV-DNA量に換算して最小限 5copies�ml相当の
HBVが存在する検体ではHBV-DNAを検出することが
可能となることが明らかとなった．この結果は，検体
の濃縮操作により，個別NATによるHBV-DNAの検
出感度，100copies�mlと比較して，約 20 倍の感度上昇
効果があったことを示しているといえる．検体を 8倍
濃縮した後にEIA法によりHBs抗原を検出・測定した
結果では，濃縮によってもHBV-DNAが検出できなかっ
た 3検体でHBs 抗原が検出された．この 3検体のHBs
抗原検出効果の特異性は確認されたが，この 3例の献
血者の特性については現在のところ明らかではない．
しかしHBVが存在している検体に著者らは，ポリエチ
ルイミンによるウイルス濃縮法を既に報告してきた８）．
しかし，この方法には，HBV-DNA，HBs 抗原を定量的
に濃縮することができないという難点があった．この
難点は，凝集物からウイルス核酸を抽出する際に，核
酸が磁性粒子に吸着されてしまうこと，および磁性粒
子自体の破壊産物，遊離の金属イオン，蛋白などがNAT
阻害（核酸増幅過程の阻害）要因となっていることに
起因すると考えられた．本論文で提示したポリ-L-リジ
ンをコートした磁性粒子を用いた濃縮法は，最終濃度
4mMのリン酸緩衝液（PB），2価の金属イオン（酢酸
亜鉛），磁性粒子の表面にコートした分子量 5～10 万の
荷電物質（ポリ-L-リジン）の共存下で凝集体を形成さ
せることにより，従来のポリエチルイミンによる濃縮
法の難点を解消した．その結果，HBV-DNAおよびHBs
抗原を定量的に濃縮，測定することが可能となった．
謝辞：AxSYMによるHBsAgの測定に協力していただいた埼

玉県赤十字血液センター検査部の石島あや子，大村和代，岡田優

美子の各氏に感謝いたします．また貴重な御意見を頂きました国
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Abstract:

Background: The risk of post-transfusion hepatitis B virus (HBV) infection has been reduced following the implemen-
tation of HBV nucleic acid amplification technology (NAT). However, the problem of HBV-DNA-positive and HBsAg-
negative occult HBV infections remains to be solved. Here, in an attempt to resolve such problems, we report the de-
velopment of a convenient method to concentrate HBV and HBs-antigen (HBsAg) in order to improve detection sen-
sitivity.
Objects: Seventy-eight anti-HBc-positive (≧25: HI), HBsAg-negative and 20-pool NAT negative donations were examined.
Methods: Virus concentration is achieved by the enhancement of the agglutination of viruses using poly-L-lysine-
coated magnetic beads in the presence of a bivalent metal. HBsAg and HBV-DNA levels were concentrated up-to 20-
fold and 8-fold respectively.

HBsAg and anti-HBc were tested by enzyme immunoassay (EIA) (AxSYM: Abbott) and hemagglutination inhi-
bition test (HI: Japanese Red Cross) respectively.
Results: Of 78 anti-HBc-positive and HBsAg-negative donors, 16 were HBV-DNA-positive by individual NAT and 62
were HBV-DNA-negative by individual NAT. Twenty five of 62 HBV-DNA-negative by individual NAT became
HBV-DNA-positive by HBV concentration. Twenty nine of 78 donations which were HBsAg-negative by conven-
tional EIA became HBsAg-positive by HBsAg concentration.
Conclusion: Our new method of concentrating HBV and HBsAg increased the sensitivities of EIA and HBV NAT
and enabled us to detect HBV-DNA from individual-NAT-negative samples and HBsAg from conventional-EIA-
negative samples.
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