
別紙様式第2－1  

医薬品 研究報告 調査報告書  

織別番号・報告回数  
報告日   第一報入手日   新医薬品等の区分  総合機構処理柵  

2007年12月25日   該当なし  

一 般 的 名 称   別紙のとおり   
研究報告の  公表国  

公表状況   J8nuary8，2008 
販売名（企業名）   別紙のとおり   ウガンダ  

問題点：2007年後半にウガンダで発生したエボラ出血熱のアウトブレイクは、既知の4つのエボラウイルス株と異なる新       使用上の注意由載状況・  

たなウイルス株が原因である可能性がある。  
その他参考事項等  

記載なし  
米国CDCとウガンダ保健省は、ウガンダ西部に位置するB皿血b叫訂用地区におけるエボラ出血熱のアウトブレイクにつ  

研’  

究   

報 dニ lコ  

の  
概  
要   

報告企業の意見  今後の対応   

別紙ぁとおり  今後とも関連情報の収集に努め、本剤の衰全性の確保を  ーーJ  

図？ていきたい。   

MedD鮎10・1  

㊥   



①人血清アルブミン、②人血清アルブミン、画人卑清ア′けミ㌢＊、④人免役グロブリン、⑤乾燥ペプシン処痩人免疫グロブリン、⑥乾  

燥スルホ化人免疫グロブリン、⑦乾燥スルホ化火免疫グロサカッ＊、⑧乾燥漢締人癌性化プロテインC、⑨乾操清給人血液凝固無血因子、  

一 一般 的 名 称        ⑳乾燥濃縮人血液凝固第Ⅸ因子、⑪乾燥抗破傷風人免疫グロプリ・ン、⑳玩HB8人免疫グロブリン、⑳トロンビン、⑭フィプリノゲン加  

第ⅩⅢ因子、・⑬乾燥準帝人アンチトロンビンⅣ、⑯ヒスダミン加入免疫グロブリン製剤、⑰人血滑アルブミン＊、⑬人血清アルブミン＊、  

⑲乾燥云プシン処理人免硬グロブリン＊、⑳乾燥人血液凝固第Ⅸ因子複合体＊、㊨乾燥濃縮人アンチトロンビンⅢ   

①献血アルブミン20‘て化血研”、②献血アルプミシ25“化血研”、．③人血清アルブミン◆“化血研”＊、④“化血研’’ガンマーグロブ リン、  

販売名（企業 
⑤献血静痙グロブリン“化血研”、⑥献血ペニロ、ンーⅠ、⑦ベニロン＊，⑧琵射用アナクトC2，500単位、⑨コンファクトF、鱒ノバクト  

叫＠チタノセーラ、＠へパトセーラ、⑯咋ンピン“化血研”、⑭ボルヒール、・⑬アンスロピンP、⑯Fスタグロビン、⑰アルブミン  

20％化血研＊、．歯アルブミン畠％化血研＊、⑳静注グロプリーン＊く⑳ノ′くクトF＊、⑳アンスロピンP1500注射用   
エボラ出血熱はエボラウイルスによる急性熱性疾患ヤあり、ラッサ熱、ヤールプルグ病、ク・リミア・コンゴ出血熱とともに、ウイルス  

性出血熱の一疾患である。二軍ポラウイルスは、フィロウイルス科（月ゐ血元由dに属し、1本鎖RNAを核酸として持ち、エシペロープ  

を有する。短径が80－100n皿、長径が700－1，さ00nmで、多形性（U字状、ひも状、ぜんまい状等）を示す。  

エボラ出血熱は、現在までアフリカの中央部でのみ発生している。感染者・患者の血液や体液との接触によりヒトからヒトへ感染が拡  

大し、多数の死者を出す流行を起こす。ヒ・トは終末宿主であるが、動物、昆虫なとの自然宿主、媒介動物については全く不明である。そ  

のため、自然界からヒトへの感染経路も不明である。  

廃症は突発的で進行も早い。潜伏期は2－21日で、汚染注射器を通した感染では早く、穣触感染では長い。発熱、頭痛、腹痛、咽頭  

軌筋肉痛、∴胸部痛及び出血等の症状がみられ、重簾イヒする。致死率は患者の、53～出％と高い。  

報告企業の意見  弊所の血祭分画製剤の製造工程には、冷エタノ「ル分画工程、ウイルス除去膜ろ過工程あるいは柳勲工程等の原理の異なるウイルス除  
去及び不清化工程が存在しているので、ウイルスダリアランスが期待される。  

各製造工程のウイルス除去・不活化効果は、「血祭分画製剤のウイルスに対する安全性確保に関するガイドライン（医薬発第1047号、  

平成11年8月30日）」に従い、ウシウイルス性下痢ウイルス（BVDV）、仮性狂犬病ウイルス（PRV）、ブタパルボウイルス（PPV）、A  
型肝炎ウイルス（W）または脳心筋炎ウイルス（E叫CV）をモデルウイルスとして、ウイルスプロセスバリデーションを畢施し、評  

価を行ってし、る。今回報告したエボラウイルスは、エンベロープの有無、■核酸の種類等からモデルウイルスとしてはBVDVが該当する  

と考えられるが、上記バリデーションわ緬臭から⊥．BVDV■の除去・不活化効果を有することを確認している。  

また、これ享でに当該製剤によるエボラ 

以上の点から、当該製剤はエボラウイルスIこ対すろ安全性を確保していると考え争。   
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Outbreak Notice 
Ppdated：EbolaOutbreakintheDistrictofBundibugyo，Uganda  

nisinformationisctmntasoftoday，January24，2008at20：11   

Updated：JanuaⅣ08，200＄   

TheU．S．、CDCandtheMinistryofH由1thofUgandahavereported‾anEbolahemorrh喝icfeveroutbreakin  
theBundibugyodistrictlocatedintheWesternPartOfthecountry・TheoutbreakmayhavebegunaSearlyas  
August2007・AsofJanu禦3，2008，148peoplehavebecomeilland37peOPlehavedied・Geneticanalysis  
ofsamPles丘omcase－PatlentSindi“止edthatthisisanewviruSStraindistinctfromthefourknowhstrainsof  
EbolaviruS．However，furtherstudieswi11beneededbeforethiscanbever泊ed．   

Ebolahemo血agicftverisarare，Seriousviraldiseasewhichdevelopssuddenly，withcormonsymPtOmS  

of飴ver，headache，joirAandrr江ほCleaches，SOrethroat，andweakness・Diarhea，VOmiting，andstomachpain  
starta魚erthe血stsymPtOmS・Askinrashmaydevelop・BythethirdorfourthdayofillnesssomepeOple  
withEbolahemorrhagic．fevermaydevelopihternalandexterrnlbleeding，′shockandorganfai1ure．   

Ebolaisspreadtbroughdirectcontactwithbloodorotherbodyfluids（e・g・，Saliva，urine）ofinfected  

personsoroqectgthathavebeehcontamin如edwithinfectedbodyfluids・Peoplewhohaveclosecontact  
withanonhman▲primatein丘ctedwiththeviruSarealsoatrisk・   

RecommetldationsbrU．S．Travelers   

TheWorldHealthOrgani2ation（WHO）hasreportedthatthereisnoneedforanytraVelrestrictionsto  
Uganda．General1y，theriskofcontractingEbolaviruSislowfortravelers・CDCrecommendsthatanyone  
travelingtoUgandatakethefo1lowingstepstopreventEbolaviruSinfection：  

・Avoidcorrtact‘withEbolapatientsandtheirbodyfluids・   

・Avoidtouchingusedneedlesorothermedicalwaste・   

●Avoidcontactwithwi1danimalsandbuslmeat，includingprimates－   

More Information 

Forinfbrmationaboutthecurrentsituation，SeetheWHOreportat叩W・Wl肌iI止  

ForadditionalinformationonEbolahemorrhagicfever，Pleasesee  蜘do〟dⅥ〟s軸Ok止蜘・   
Toleammoreabouttravelingtoareaswithhemorrhagicfbvers，SeetheViralHem（血趣section  
OfC∂C月之α肋坤r〝7〟Jわ〃カr血er乃αJわ乃αJ丹那eJ2β0β・  

PageLocatedontheWebathttp：仏前叩m・Cdc．govhravel／contentEbolaUganda・aSpX  

DE：P＾F7TMENT OF HE：ALTH ANE）HuMAN SE：FZV］Ct：S  
⊂EトITER5FOR DISEASE⊂○トけROL Aト＝⊃Pl引EVENTlON  

SAFER・HEAl・T…ER・PEOPl－Eヽ 73   
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別紙様式第2－1  No．20  

医薬品 研究報告 調査報告書   

識別筆号・報毎回致  
報告日   新医区分   機構処理桐   

一般的名称  人赤血球濃厚液  山田正仁，篠原もえ子，野崎†朗，  公表国  

浜口毅，中村好一，北本智之，佐  
研究報告の公表状況    藤猛／水澤英洋，CJDサーベイラン  

赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社）  

販売名（企業名）    照射赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社）   ス委員会．2007年プリオン研究会  日本  

○わが国におけるヒトのプリオン病の実態：最近のサーベイランスデータ  

我が国の人自動態統計では、クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）による死亡は過去20年以上に渡り右肩上がりに増加傾向を示し、  
使用上の注意記載状況・  

2005年は人口100万対1．23人であった。『プリオン病および遅発性ウイルス感染症に関する調査研究班』・CJDサーベイランス委  
その他参考事項等  

員会による現行のプリオン病調査は1999年から始まった。そこでは、プリオン痛が疑われる全患者について、画像、脳脊髄液  赤血球濃厚液－LR「日赤」  

研                          照射赤血球濃厚液－LR「日赤」      マーカー、プリオン蛋白（PrP）遺伝子型、病理などの検査を含めた実地調査を行うことを原則としている。このシステムにより過去     ●   
究  

報   

団 概  
べマ 

要   

あった。．dCJDは1996年の佐藤班による全国調査以来、硬膜移穣歴が判明したものを合計すると129例になった。dCJDの中で、  

比較的緩徐な進行を示し特徴的脳波を欠き脳たPrP斑を認める非典型例（プラーク型）の割合は剖検例では48％であり、臨床例  

を含めるとdCJD全体の約1／3を占めると考えられた。2007年7月現在、VCJDは英国短期滞在歴がある1例のみである。 

報告企業の意見  今後の対応   

CJDサ」ペイランス委員会iこよる調査では過去8年間に日本国    日本赤十字社は、VCJDの血液を介する感染防止の目的から、献血時   
内で918例がプリオン病と判定された。また、人口動態統計では    に過去の港外渡航歴（旅行及び居住）を確認し、欧州36ケ国に一定   

CJDによる死亡者数は過去20年以上に亘って増加傾向を示し、    期間滞在したドナーを無期限に献血延期としている。また、英国滞在   
2005年は人口100万対1．23人であったとの報告である。  歴を有するvCJD患者が国内で発生したことから、平成17年6月1日より  

1980～96年に1日以上の英国滞在歴のある方からの献血を制限して  
いる。今後もCJD等プリオン病に関する新たな知見及び情報の収集に  

努める。   

㊤  ＼壷ノ   ＼互謝J′  
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JRC2007T－079  

Posteト20   

わが国におけるヒトのプリオン病の実態：最近のサーベイランスデータ  

山田正仁1－6、．篠原もえ子l、野崎一朗l、浜口 毅1、中村好一2・6、北本哲之3・6、  

佐藤 猛1・6、水澤英拝さ・6、CJDサーベイラγス委員会6  

1金沢大学大学院 脳老化・神経病態学（神経内科）、2自治医大公衆衛生、3東  

北大学大学院プリオン蛋白研究部門、4東大和病院、5東京医科歯科大学大学院脳  

神経病態学（神経内科）、6厚生労働省・難治性疾患克服研究事業「プリオン病  

及び遅発性ウイルス感染症に関する調査研究班」・CJDサーベイランス委員会   

わが国の人口動態統計では、クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）による死亡  

は過去20年以上に渡り右肩上がりに増加傾向を示し、2005年は人口100万対  

1．23人であった。『プリオン病および遅発性ウイルス感染症に関する調査研究  

班』・CJDサーベイランス委員会による現行のプリオン病調査は1999年から始  

まった。そこでは、プリオン病が疑われる全患者につしくて、画像、脳脊髄液マ  

ーカー、プリオン蛋白（PrP）遺伝子型、病理などの検査を含めた実地調査を行  

うことを原則と 

病と判定された。病型別では、孤発性CJD716例（78．0％）、遺伝性プリオン病  

128例（14．0％）、感染性（獲得性）cJD72例（7．8％）［変異型CJD（vcJD）1例  

／硬膜移植後CJD（dCJD）71例］、および分類不能2例（0．2％）であった。PrP  

遺伝子！こ変異がないことを確認した孤発性CJD3寧7例の臨床像をみると、進行  

が速く（無動性無言まで9ケ月未満）特徴的な脳波所見を有する典型例は74％、  

それ以外の非典型例が26％を占めた。進行が遅く特徴的脳波を欠く、最も非典型  

的な群は、他群と較べて脳脊髄液マーカーやMRI上の高信号の陽性率も低く．、  

Parchi分類でMM2型に属し、特に視床型が臨床診断上聞題であった（Hamaguchi  

eと∂J．脆αrOJw64：643，2005）。遺伝性プリオン病128例の分類では、コド  

ン180変異42例（32．9％）、コドン200変異CJD26例（20．4％）、コドン102変  

異25例（19．6射、コドン232変異17例（13．3％）他の順であり、欧米ではほと  

んどないコドン180、232変異が多くみられるなどの特色があったdCJDは1996  

年の佐藤班による全国調査以来、硬膜移植歴が判明したもわを合計すると129  
例になった。dCJDの中で、比較的緩徐な進行を示し特徴的脳波を欠き脳にPrP  

斑を認め．る非典型例（プラー．ク型）の割合は剖検例では48％であり、臨床例を含  

めるとdCJD全体の約1／3を占めると考えられた（No如Chi－Shinohara etal．  

胎m∫q訂69：360，2007）02007年7月現在、VCJDは英国短期滞在歴がある1  

例（Yamada etal．Lancet367：874，2006）のみである。  
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別紙様式第2－1  

医薬品 研究報告 調査報告書  

報告日   革⊥鱒入手日   
識別番号・報告回数  ナプア  

新医薬品等の区分   総合機構処理欄   

2007年12月′17日   該当なし  

一 般 的 名 称   別紙のと串り   公表国  
研究報告の  

PloSPathogens．2007；3：1895－1906  インド津南  

販売各（企業名）   別紙のとおり   
公表状況  西地域およ  

びインド  

問題点‥2005年から2006年にかけてのレチニオン諸島でのチタングニヤウイルス感染のアウトブレイクは、ヒトスジシマ       使用上の注意記載状況・  

カをチクングニヤウイルスのベクターとし、また致命的な感染が報告された流行であるという特徴を持っていた。  
その他参考事項等  

記載なし  
以前の流行では、チクングニヤウイルス（CHIEV）感染は非致死性の感染症と考えられていた。しかし、レユニオン諸島で  

アウトブレイクしたCHIKV感染は、266，000人が発症し、260人の死者が出た。CHIKVは、Ae（おsa句こ伊d（ネックイシ  

研   
究  
報  

dニ 田 め  研究者らは、CHIXVのエンベロープ蛋白（El）の226番目．のアミノ酸がアラニンからバリシに変異していることを明らかに   
概  した。この変異により、CHIKVはネックイシマカと比較して、ヒトスジシマカへの感染性が増し、その唾液腺でより早く増   

要  殖するようになり、また乳のみマウスへもより効率的に感染するよ、う・になった。  
一つのアミノ酸置換がベクターの特異性に影響を与えるとぃう今回の結果は、通常のベクターが存在しない地域で変異ウイ  

ルスが流行を起こした理由をうまく説明をしている。これは、ウイルスが新しい地坪に入り込んだときにどのように感染サ  

イクルを確立す早かに関する重要な仮説となる。ヒトスジシヤカは広く分布しているため、■この変異はCHIKVの分布が欧  

州やアメリカ大陸に拡がる可能性を増大させることとなる。   

報告企業の意見  今後の対応   

別紙のとおり  今後七も関連情報の収集に努め、本剤の安全性の確保を  

図っていきたい。   

MedD弘10▲1  



別紙  

①人血清アルブミン、②人血清アルプミン、③人血済アルブミン＊．ヾ④人免役グロブリン、－⑤乾燥ペプシγ処理人免疫グロタカンヾ⑥乾  

燥スルホ化人免疫グロブリン、⑦乾燥スルホ化人免疫グロブリン＊、⑧乾燥濃縮人活性化プロテインC、⑨乾燥漢縮人血液凝固第Ⅷ周子、  

一 般 的 名 称        ⑳乾燥濃縮人血液凝固第Ⅸ 

第ⅩⅢ因子、⑮乾燥濃縮人アンチトロンビンⅢ、⑯ヒスタミン加人免疫グロブリン製剤、⑰人血清アルブミン＊、⑱人血滑アルブミン＊、  

⑬乾燥ペプシン処理人免役グロブリン＊、⑳乾燥人血液凝周第Ⅸ因子複合体＊、⑳乾燥濃縮人アンチトロンビンⅢ   

①献血アルブミン20“化血研，，こ②献血アルプミイ25“化ヰ奴、、③人血帝アルブミン“化鴎研”・＊、④“化血研”・ガンマーグロプリン、  

版元名（企業名）  
⑤献庫静江グロブリン‘‘化血研，，、⑥献血ペニロンーⅠ、⑦べ主ロン＊二＠注射用アナクトC2，500単位、⑨コンファクトF、⑳ノバクト  

M、⑪テクノセ」ラ、⑳へパトセーラ、⑬トロンビン“化血研”ト⑭ボルヒール、⑬アンスロピンP、⑳ヒスタグロビン、⑰アルブミン  
20％化血研＊、⑳アルブミン6％化血研＊、⑲静注グロブリン＊、⑳ノバクトF＊、㊨アンスロピンP1500注射用   

チクング土ヤクイルス（Ch止皿印nya血u8・）は▲トガウイルス科（狗卵壷ねdのアルファウイルス属（A如β血びβ）に分類され  

る1本敵の魚NAを核感として持っ直径70血血のエンべprプを有する線状粒子である。いままでに日本国内での感染・流行はないが、  

2006年12月に海外からの輸入準例2例が報告された。チケングニヤクイルス偲蚊によって媒介されるが、感染後ウイルス血症を起こ  

すことから、血液を介してウイルス感染する可能性を完全に否定できないため本報告を行った。  

弊所の血簸分画製剤の製造工痙には、冷エタノール分画工程、‘ウィルス除去膜ろ過工経あるいは加熱工程等の原理の異なるウイルス除  

去・不倍化箪程が存在しているのセ、仮にウイルスが原料血掛こ混入していたとしても、ウイルスクリアランスが期待される。各製造工  

報告企業め意見  

8月30日う」に従い」ウシウイルス性下痢ウイルス（BVDV）、仮性狂犬病ウイルス（PRV）、ブタパルボウイルス（PPV）、A型肝炎ウ  

イルス（W）または胸心筋炎ウイルス沌MCV）をモデルウイルスとして、ウイルスプロセスバリデーションを実施し、評価を行っ  

ている。今回報告したチタンダニヤウイルスはエンペロ－プの有無、核酸の種類等からモデルウイルスとしてはBVDVが該当すると考  

えられるが、上記バリデーションの結果から、BVつⅤの除去・不活化効果を有することを確認している。  

また、これまでに弊所の血妹分画製剤によるチク■ンダニキウイルえ感染の報告例は無い。 

以上中点から、当該鱒剤はチケング羊ヤクイ／レチ 

ー1  

＊現在製造を行っていない  

浩美酢          ．、∴’   

禍  
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ASing（eMutationin⊂hikungunya・Viru・S 
Affe⊂tSVe⊂tOr5pedfiとityandEpidemi⊂PotentiaJ  
KonstaptinA．TsetsarkjnrDanaLVanhndingharTl，⊂har－esE．M｛Gee．StephenHi9gS－  
DepartmentofPathology，UniveT5吋OITexasMedi⊂alBrarM：h．Gahpeston．Texas．UnitedState～OfAmeka   

⊂hikungunyavirus（⊂川KV）isan創n叩ingarbov血sas50くiatedw軌s馴化Ia】座便所l叫ケS叫モモPid彿l桓．Thモ200シ  

ュ00る叩id帥iく。nR飢ni。nisland血at・モSult由一nap叩X血atモIyユ的00Oh血ふ郁甲画王・画面卸頑座鱒獄如卸○†  

⊂川KVwithamutationintheenvelopeproteingene．（El－A226V）．Totest坤e．句作Othesi＄thatt極凍趣殖如淘Lthe  
epiderni（⊂HIKV（Strain LR2006OPYl）mi9htinfIuence fitrIeSS for劇晦纏雨一雨○  
dissemination．andtran叩issionof⊂HIKVwere（OmPardim舶陶川叫両軸射嘩頑画壇‾！織pl  
叩か伽押印叩癒卿＝昭和再k牒昭脚暁明和か巾可軸如蜘岬＝lo両津叩吋顆呵咋  
⊂HJKV，intowhi（heithertheEl－226AorVmLJtationwasengineerediWヰ壷如○鋤  

StraIけahd  

wasdiridty帽SPOnSiblモーora軸n椚QntinくreaSモin亡川KV仙k血両川叶如再頗叩姉如  
di5Seminationintornosquitose（Ondaryorgansandtransnisslontosu也嘩嗜坤郎亘This－m鵬t紬n鱒u事danar痢瑚  
deく帽aSモin⊂川Ⅳ血．■‘卯げmidgutinfediv叫hadnoモ付出OnYね1dis錦血鵬i扁叫雨季 

hくreaSein tran5nission by＾e・De9yPげto su（klirIg rTli（ein（Ompモtiti血e判姥r［PlePtS．Thie触oftheEl・A226V  
叩ubtionon【ho】estero】d叩帥denくeOf⊂川KVwas al50anal輝d．revoきl呵・anai賊iation伽恍nくh0lモSt即01  
dep軸血h⊂eandin⊂帽a5叫椚inessoI⊂HIKVinA＆■仏op如∽．Our‾ob5併Vationtbtasihglモaminoaくidsu鮎titution（an  
influen（モV∝tOr5叩くifk吋PrOVitk5aPlausib暮eexpはnatipnofhowthis叩り也ntvimsQuSedan叩idemiくinar亡gion  
Ja（kjngtJletyPicaIvedor．ThishasimportantimpIicat考叩SWithre叩edtohowvirusesnayestablishatransrrlis扇on  
qdewhenintrodu（edintoarleWare3・DuetothewidespreaddistributiotlOfAe．dtbopkItlS，tMsmutationin（reaSeS  
tJlePOtentねIf＃｛H暮KVtoperTTlanentIyextenditsr3ngeintoEuropeand・theAmeriくaS．  

Gね細川丁鋤髄nK…anbndinghaMDし眈G恍⊂巳鴫g55R00刀人血唱kmuta血nin⊂hikリー唱u叩血～a触v吋O一画Va血epiふk印加tbLPLoSP抽喝  
引1封：モユ01．dd：10．1371乃Oumal．ppat00】0201  

LtASis abundant、and widelydistribiited、inふbanite裏J′of  
E正opeandtheUnitedStat占5ふi」昼e範【lウニ豆乳伽奴V  
infもctionshavebeenreportedi血血叩y勲elさ長一攣単軸沖  
【heUSandEu叩it12，23二261血相l斬熊野年限準  
couldbeintroducedandbecomeestabli払品1‘inthe毒さ孟ias  
【l，27，28］．InAu卯StandJsepte㌫ber：ふf20d7，LまC鏑Ⅸ轍よ  
d極細t－anSmi～Sion亡y⊂1ewぉrepo－ted長i血色長一timさin  
Europe，withanestimated254humancaseso上currlnginItaly  
［29，30】．   

ÅlphaviruSeSareenVelopedsingldstrandedpositivesense  
RNA viru5eS．Gcnomi（・RNA，Of毎12，000nt，enCOdes four  
non－StruCtural（nsl－1）andthree m牢n structuralproteins  
（CaPSid，E2and、El）・At neutraIpH，E2and Elexist as  
heterodimersinwhichE2Ebmsspikesonthevirionsurfice  
thatinteractwith cellular receptor畠・The EIproteinlies  
below E2 and mediates 鮎ion of the viraland celluhr  
membranesdudngviralentヮ【31】・   
九n叫Sk of CtiIRV genome microeYOlulion血rin富山e  

2005－2006IndianOceanepidemi⊂identi五edanalanineto  
Valinemutationatpo5ition226in theElenvelopegly亡0－  
pr9tetn匹1一本226V）amongviralisolat鱒Obtainedduringthe  

∈ditor：∈dw即d⊂HoImeもThePenn≦車Vania Sb捷Univers和，Unねd State～Of  
Amerka   

Rモく亡iv亡d Septemkr犯2007；Aく一食pt亡d Nov即1berl乙2007；Publi～hモd  
De⊂ember7．2007  

⊂opyri9ht：◎2007丁地雨netaL¶扇；i～anOPen－a⊂⊂eS5a丘kledi畑ibutedu雨er  
軸etermofthe⊂reative｛omnⅦ∩5A廿dbutbnリ（en5qWhid匹rmibunre5一月dd  
u～e．di如bution．and陀PrOdu～tioninanymedium．pm扇dedthe○一旬inala肌br  
andsour⊂eare⊂redit血   

●Towhom⊂Orre卿雨en（e～ho山dbeadd†e父権d．【一∩∂旺5軌蜘S＠utmb・du  

5  De⊂ember2007】Vdume3llssue12te201  

lntlOdudion   

Thelarge－＄Cale epidemiとof the mosquito－tranSmitted  
alphviruS，ChikungunyaviruS（GHIKV），beganin Kenyain  

20O4andspreadtoseveralIndiahOceanislandsincludingthe  
Comoros，Mauritius，theSeychelles，Madagascar，Mayotteand  

Reunion．OnReuilionislandalopetherewereapproximately  
266，000ca5eS（34％ofthe totalislandpop111ation）【ト6】▲In  

山econtinulngIndianepidemic山erehavebeenatlea51l・4M  
CaSeSrePOrted【7－101withc6ntinuedexpansioninSriLanka  
andIndonesia：CHIKV had not been reporled to cause  

fitalitiesinpnoroutbreaks；however，duringtheoutbreakon  
Reunionishnd，CHIKV was associated with atleast260  

deaths［11，12】・The strain of CHIKV responsible fbrthe  
IndianOceanislandepidemichasbeenwelト｛hara⊂terizedin  
Cellculture and m甲quito models【13－15】；bowever，山e  
underlyinggenetic basis oftheatypICalphenotype ofthis  
CHIKVstrainremains unknown，   

CHIKVi5tranSmittedbyAedesspeciesmosqultOeS，Pnmar－  

ilァノk嘲〟・Howevモー，山e2005－2006CHIKVepidemicon  
Reunionislandwas unusualbecausetheve亡tOr reSPOnSible  
fortransmissionbetn；eenhumanswasappareムdytheAsian  
tigermosquito，＾e・alb呼icLu［3，16］・nisconclusionisbased  
OnSeVeralfactors・ThisspecleSisknowntobes11SCePtibleto  
CHIKV infection and although infectious Yirus was not 
isolated fz－Om Ae・albqficlus duringthe epidemic，CHIKV  
RNAwasdetected（X・deLambal1erie，PerSOnalcommunica－  

tion）・Furthermore，the声PeCiesis anthropophylic，WaS  
abundantduringthe epidemic；andotherpotential一声CtOrS  
SPeCi負callyAel嘲tiwererelativelyscarcewithaverylimited  
distribution（P・Reiter，PerSOnalcommunication）・＾eLal坤icT  

う＠二PLoSPath咽enS】ww・Plo5Path。gen5・Org  189  
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humanisolateweretued［15】，includingoneclone（LR－GFP－  
226V）expre警i叩鱒桓ncedgr亡印8甲耶⊂d嘩柳軸部GFP）・   
Clones were fhrther englneirとdto expres｛Er  
contaiQingチnalaTLine如positionEl－226（LR－GFP肇軸  

．repr亡SenLing Lhe CHIRV genoLype preYa］eTtt Prior Lo the  
oulbreakgainin宮moふeヮIum（FigureSl）・RNAsproduced   

丘om b（沌h clon亡S（LR－GFP－226V and L良一GFP－226A）bave   

⊂Omparabkspec血inf如ti▼ity▼alues，PrdducedsimilarYi山  
血e内払1lowingtran曲ctionimto加温－21⊂ells担bleSl）and  
have similar gr？Wth kinetics叫mosquito（C6J36）and  
mammalian碑HR－21）・Cellslines伊i釘IreS、2AiddS鱒）・   

The’relative■infectivityofL虹GFP－226V鵬drLRこGFP－2鱒Å  

扇mesノW祁an叫之edin鱒品血牒ゆ血mos曳山oesom11y  
exposedtoser叫10－fo1ddilutionsofCHIKVq・R－GFP－226V  
OrA）・Tod鱒miやきWhetherin触tiondte＝0汀elatew抽  

bloodmね1titer，m織如心d如Ctd丘ommosquilbesatケd叩5  
posトi血⊂tion（dpi）we托analyzedfbrfbci▲OftQ中■xpr偶－  
ingceusb†仙orモSCePCemicroscopyFisuTtlA；1？blel）・In  

twoindepepdentcxperimentsiRGFP－226VviruSWaSfqund  
tobeapproxilnatelylOO－bldmoreih氏cdoⅥ5、tO舶嘩血げ  
血anL文一GFト226A 

PIlモnOty匹W甲di－∝叫Iinkedlqlk哩ioれ，ぬ輔「 
mepta呼reYeTSe叫htion，El－A226V，W鮎intro血cedi項⇒、禁聾  
intkliotJSCloneofaLWesIALhcatlCHIKV叫申Lin137鱒7伽， 

■－ノ＞  

cellculture亡ⅩPeriments汀ablc Sl；Figu托1そ■S2Gr▼、and／／＝、Sg））； 

howeYer，血v加e叩erimen也in′Aよぬ西山と血d鼓匝l競壷 
revealedthattheEl－A226Vmulationsigni負camtlydecre鱒S  

＿㌫霊謁鐙慧慧墨㌶㌫慧洗浄  
LR－GFP－226V virus（Figt）r亡IB；Tib］el）・Th亡S亡data・⊂On・  

clusi▼ely demon＄trate tIlat tbe simgle ElrA22阜Ⅴ、押1卯．  
mutationi＄血e代ゎre5uf五cientlqJ＄igni丘c叩叶iedu乍¢仏e  
OID5。Of山e57g97－G押vir心匝＜0．Ol）in虻い赫加担  
mosquitoe＄e甲血1enlto血atobserFed’’hr血eLR－q坪一盟6V  
Vims伊iか元IA；Tablel）・   

TofurthereYaluate．viral丘tnessoftheepidemicCHIKVEl－  
A226V mubtioninA乙坤I叫．dnl、’competitibli寧X㌍山一  
mentswereperform亡d－AlthoughdurCHIRVeGFP－eXPre鱒－  
1ngin知tiou5・Clob尊●h訓eSimilarin托ctionproperli占in  
mosquitoes祁Wild－1汀eYir鮎B【15，鱒】，tOadd托由potential  
concems山ateGFPexpressionmigbtin血enceOID抑▼血es・  
weconstructedLR－226AandLR－ApaI－226VviruSeSwithout  
eGFPandemployedtheminviralcompetitionexperimcnts  
（Figures2A and？1）・LR－ApaI－226V YaS derived froTn  
previouslydescribedCHtKてLRic・bytheintroductiomofa  
silent marker mutatioll，A6454C，in’order to add an＾PaI  
restrictionsiteinto山ecodingsequence・Itwas5hownぬt  
血亡A駐仏劇ニロuhdQndq亡＆nQ一曲亡t山¢叩¢仁清ci鹿C血ity  

value（TableSl），theviraltiterafteTRNÅtrans托ctionip10  
8HK－21cellsvalue汀ableSl），山e▼i血訂0■hkin≠血in  
BHK－21andC6／36ce11s伊i卯reS3），inftctivityfor＿aLndYiral  
titersinノk喝押‘i弧dノk呵血げmO5qui10e5汀ableS2），Or  
viral負（ness fbr growthin8HK－21and C6I36cells．㌍  
deteminedby competidon a∬和げigureS4）・Tbe5とdata  
indicate血at血eintroduced mutationi5indeed silentand  
doesno【raf鮎ct血e丘tnessorLR－ÅpaI－226V・   

For viralcompetition experiments LR－Apal，226V YiruS  
（107plaque－bmingunit5（p叫）wおmixedwilh■an叫d 

outbreak【光I．me′代表onfbrh山誌wぉuncleaTbutitwお  
hypothes辻ed山よt血eEl」Å226Vn廿utationmightin伽epce  
infヒく面tyorC由KV如mo叫扇tov∝tOrS【ll、52】・Intereきt－  

ingly．earlierstudieshveidenti魚edtbtaP→Smutationin  
thesamepositionotthe寧IgtycoproteinisTtSPOnSiblefbrdle  
modulatiふnofSemlikiForestvirhs’s（SFV，amemberofthe  
叫）havir那hmilγ）requlrementS払r⊂holest亡mlin血eta－冨et  
m∈mbrane【53】．Italsoh鱒been′Shown血at山epresem⊂eOf  
thismutationresultsinmoree伍cientgro刊thofSrvin＾e，  
坤如mosquitoe＄【34】．Howe▼er，nOeVidenceha岳been  

presentedtodirFCtlycorrelatethereleasefromthecholes－  
teroldependence，aLSSOCia（edwiththeEl－P226Smutation・in  
SFV．withagrowthadvamtagein＾e・坤血∫・Itisuhknownif  
dependenceon亡holesterolforgrovthinmosqultOeellsisa  
requirement of all alphaviruses. 

Totestthehypo血esisthat山eEトA226Vmutation・might  
inflllenCe the魚Ines50r CHIRVin mosqultO▼eCtOrS．We  
comparedthee蝕ctofthismlltationonCHI鑑Vmosq里tO  
in知tivity，theabilitytodisseminateirLtOheadsandsali  
glands，andthe relatiYe負tnessih COmPetition assaysfor  
transmissionbyAe，aL桝叫？nd＾e・咽頭titosucklingmice・  
Wealso a・nalyzedthee蝕ctoftheEl－A226Vmulalionon  
CHIKVcholesteroldependenceEbrgrowthinmosquitoC6136  
伸＝肋画血）cells・Herewe report．丘ndin群山a＝＝inか  
nucleotidechange，Whicharoseduringtheepidemi⊂7Signi丘－  
cantly・increase5丘tness o一山e vim5hr A～・戯呵卸加  
mosqultOeSandwasぉ∽Ciatedwi血CHIRVdepende読eon  
d如止in・血e叫uib旺址m七山ra以LT出s血an騨叫  
enhanced CHIKV transmission by an atypical vector and 
contribuled・tO山emaintenamcea皿d虻aleo一山eepidemic・   

RモSults  

Effb⊂tOfEIA226VMutationonFitnessof⊂HJKVinAe．  
d胎opた仙∫Mosquitoes   

Tote5t血ehypothesis血at血eEl－A226Vmulationaltered  
CHIKVinfectivity fbr＾e．albqficlus mosquitoes；CHIKV  
inftctiousclonesderivedfromanepidemicReunionisland  

砺：pし。～Pさth叩n～lww叫叩thogem・0－g  D∝ember2007lVoIumモ3ll～SUe12le201   1896  
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Fi9tJrtl．E触toltトA226VMutzItionon⊂HIKV｛FPVirtJSeS＾e．olbq）ktusand＾e．oegypdMidgutJnFedJY吋  

Per（entOforalレ‡n鱒ed＾e・0伽叩血s（A．B）andAeoegypd忙′D）mosquito萬PreSentedwithbloodmea（s⊂Ontainingvarious⊂OnαntTationofeGFP－  
exp†eSSin9⊂HtKvirtJSeSISeriatlOifoldditutioTYSOfyift）SeSlnthebadbbneofReunionlLR・GFP－226VandLR一石FP－226A）tA．qand37997（37997－GFP－  
226Aand37997－GFP－226V）（8．D）strain50f（HIKVwe－emadein L・15mediumfo1lowedbymixingthesampleswithdefibrinatedsheepbbod．  
Mo享quitoe～We陀di5～∝tdat7dpia鵬でGFP飲Pr日面ninin俺ddmidgubWa5ana桓dby仙ore；⊂enくemiの5（OPy．Åmo5q山bwas⊂On5はe柁d  
infected紆atJeastonefodofeGFP一モXPTeSSing⊂ellswaspresentinthemidgut．Theexperimentswereperfoml－edtwi⊂eforea（hvirusOand］l）．  
doi：10．1371乃Oumal．ppatOO302¢1〃001  

amount of LR－226A virus・LR－ApaI－226V and LR－226A dramatically more abundantin the heads of＾elaLb4icLtLS  

Vimses areindisLin訂1ishablein cell⊂ulture exp竺nmentS  

伊igⅦreS3）．Mix山一esofl－R一人palt226VandLR－226Aviruses  

WereOral！ypresentedtoJLe・aL叫icLu＄mQSquitoesinablood  

meal，andmidpts were examined at74pi・The relative  
amountofRNA′derivedf（om LR－ApaI－226Vinthemidgut  
Ce11sin⊂rea父d5・ワ±0・6times 鮎COmPared10山einitial  
relative amountofLR－Apal－226V RNAinthe b．lood meal  
SamPk（Fi即吟2町m亡父dぬSuPPOitourobservation血at  
theEl－A226Vmutalionenhancesin食ctivityofCHIKVfbr  
d叫南山mosquiloe5and山江hemoredemonstmte血at山e  
muta（ioりCOuIdprovideanevolutionaryadvantageoveT：El－  

226A▼ir那岱inanatァpi⊂al▼eCtOraridm叩haveperpetuated  
也e oⅦtbTeakin a■region where A＆dふ中立fM WaS the  

predominantanthropophilicmosquitospecies・   

TQ血廷血巾ed叫Ih鎚c【iY桓a∬血ted  
Wi山血eEl－A226Vmulationmayresultinmoree銃ciep【Viral  

disseminationintosecondaTY tissues，thekinetics ofviral  
dissemination by LR－GFP－226V and LR－GFPて226Ainto  

Salivary glands，and⊂OmPetitiorL between．LR－ApaI－226V  

anduし226Abrdissetninationinto mosquito hea血were  
analyzdd（Figure3A and3B）・LR－GFP－226VYims dissemi－  

natedmorerapidlyintoA阜戯坤お如Sa拘ゎglandsatall  
timepoints，Withasigni負cantdi鮎renceat7dpi（Ⅰ声礼044，  
Fisher’sexacttesl）・Simi1arly，inthreeoffburreplicatesof  

亡OmPetitionexperimenls，RNAftomLR－ApaI－226VviruS  

三◎二PLoSP血gen小w・Pl叩ath喝en～・Org  

mosquitoesascompared10RN＾fromLR－226A（Figure3B，  
linesl，3，4），al血oughinonereplicaL払ApaI－226VmAwas  

Onlyslightlymoreabundantascomparedtotheinitialviral  
RNAratio（Figure3B，line2）・Thisvariabilityoftheresults  
may be due to random pooling ofmosquito head＆muS，  

replicatetwomayhaveincludedmoreheadsnegativeforLR－  

Tab］el．Logl。01D5Jmlfor⊂川KVinA巳OlbopictusMosquitoe5  

8a（kbonモ b〆 Ⅵ川5  仙osqリ托○鮎 Log－。  P  

Anさl輝d■ oID5。±⊂ら5‘v血モ  

⊂H暮KR由nbnl tR一もFP三三之6V ∴∵∴習嶋 

しR－GF㌣之！触  l（）1  

】  LR．Gip．】26V 171  
しR－GFP－226A   9ユ  

⊂川R37錮プ 1  37997蔦FP一三妬Al封  

37997－GFP－ユヱ6V138  
之   37997・GFP－2ヱ6A l之9  

ユ7997－GFP－ユユ6V lミ6  

5‘ヰ8±0．ヱ3  

ちjoきゃカ  

3jl＋0，42  
！」妬±0ユ5† P＜0ニ01  
3，％±0二lユ  

0‖）知Valueiand⊂Onホderにei爪eⅣal5W併eQk山atedu如9P仲mb汁（Ⅵ汀～わnl．占31．  
■匝dmentnumk．  
bNu－¶krd岬q血ロe～u～dt06ポmさteb9，♪旧〟血  
勺5％⊂Onホden⊂亡inten伯15．  

doi：10．1】71伽Ur伯Lppat00‡0201」t001  
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－（A）a“ompetitbnbe加如叫トヱ飢刷‾Z2仏伽弼br伽n加叩Of  

lO7pfuofLR－Apaト22甜aHdLR－2ユ仏Were血dandor叫叩脚tedto血■伽p細目8）■山九嘲仰ヴ（q・伽tRNA5we代印融edfwnbur  
p叩l5q一句httotenlni勾Ubat．7dp暮．打一托Rpl鵬ud5峨、軸餞托dw托h中れ5eParatedinヱ％aga和5eg軋a鵬㌍k鵬柁泊編出戚喝細idium 
bromid七三ミ，・l与′  
M－i哺al・帽鯨qfLR袖水準鱒a血眼之26Ainせl00dmeal脚nPl餌．1て4帽伽Of血Apaトコαahq⊥舟追6▲納Ain龍一摘ep如d亘i頑鱒野鴎章桓・▲‥  

く∴  
eightto・t印・m出9リ蛭間ー印鮎率                                         て【 良品㌫示Le長一前扁高一ふ二主26VtoしR－226A≠■aS（akuL－tedas川tiobetween226Vard226AbaTdsintl℃SarnPte．diYidedbythecontroJr3tio  
betwモen之Z8Vさndi22‘Aid．仇モbbddmeaL  
Rel．tive伽ne，，（RF2）。fLR－226AtQLR－Apa－226VwasQkulatedasar3tiobetween226Aand2之6Vbandsinthesanple．diyiJed；to座｛6ム如ふi。J  
khveen226Aand226Vintkbl00dmeal．  
Re5ulbexp旧～d■astheave帽gモOf血リーreplka；±泊ndard（kviation（5D）・  
doi：10．1371和血糊l．ppatOOュ0201．g∝I2  

226AYin遁indicadng山at at血e＄e time points－LR‘2鮎A  
replic？teSmOrCe伍cicntlyin叩emO叫uitotissui5′・岬igure  
4B）・nissbd代periodortimemayh卸eaSliかe晩亡t、On●血e  
OYerallotitcome qf competition fbr disscThination，into  
s山i▼呵・かn血b亡亡auSe血erei5ar亡Ⅶne’sh汎in血eRNÅ  
mtiobetweemd叩富5and710WardLR－Ap濾▲226V▼ir心，Whi亡h  
COntihuesthrough’14dpi・ThesedataindicatethattheEl－  
A226V mutation ndLonlyincreasesmidgutih血cti寸ityt｝ut  
alsois2LSSOChtedwithJm6rce】阻cientviraldisseminationftom  

血emidgutinto紀¢On血けや聯m，SuggeSdng血at血eEト  
A226VmⅦtalionwo山d・increぉetmnsmi錮i最IityorCHIKVby  
力＝舶呼出由mosquitoe5■  

AcQm匹止血na弘叩址柑e亡nL＆Apaト豊6V叫LRr豊6A  
viru5e51押コ眉・山姥dtoexamille【m鮎mi5SionbγA乙α仏呼出鵬tO  

su⊂ui叩mice to aぉ甲山e potⅢ血1fb一触El－Å226V  
mutation toin恥e？Ce ViruSlransmissiom・＾e・al噂紬  

mosquItOe＄’・were ora11y presentedwith・amixture ofLR－  
ApaI－226VandL軋226＾viruSeSandat14dpiwere出lowedto  
鱒edonsu亡klingmice．Miee☆eresacriBcedandbled・Onday3  
払1lowl咤expo5ureand血epre5印⊂eOfCHIRVRNAin山上  
blood wasinalyzed by、RT－PCR fbllowed by restriction 
digesliohWith坤Ⅰ伊isur乍5B）・BloodobtainedfromlOO％  
ofexperimentalmicecontaineddetectibleamountsofviral  

Deくember2007lVolume】l】5SUe12ldOl  

Apaト226V relative to hea血po§iti▼e hr LR－226A RN九  
Another possibilityis that at some poi血t during viril  
dis5emination如m血e midgut5into mosquitohea由，・LR－  
226A m野rePlicate more rapidly thazILR－ApaI－226V・To  
如rtherinve＄tigatethisJelationship，A乙坤LtLSTnOSqlIito缶  

wereorallypresentedwitheitherLR－Apal－226VorLR－226A  
and whole mo5quito body Yir山titers were亡Ompared al  
dif撫renttimcpoint＄Pi・SurprLSIngly・nOSigniLcantdif托ー－  
en⊂eSbetweenviraltiterswerefound，With・theexceptlOnOfl  
dpi，Where theLR－Apal－226Vliterwas O・5b如tisよ－飴  
Culture■in鎚ctiol遁dose餓匹托enlend point titer（b帥  
TCID50Imosqllito）higherthnoftheLR－226Atiler（Figure  
叫丁址＝鱒り止血止虻＝山肌ゾ鱒巾ntc血什iml；nhdA乙  
dゆ如mid騨bbyrLR－ApaI－226V・neabsenceorsigni丘－  
cantdi蝕rencesin▼iRltitersatlatertimepointsmaybcd  

（O Yariationin Yiraltiters amoAgindividual血）Sq111tOeS・ 
Compqtition between LR†ApaI－226V・ahd LR－226A was  
analyzedatdi鮎rentLimepo］ntSinordertoinvestigatethe  
relationshipbeⅣeenrePlicationofLR－ApaI－226VarIdLR－  
226A virusesin＾e・aLbqPicLw mosquitoes伊isure4B）・As  
expecte亀山eviralRNA什om LR一人paI－226Vwasrpredom－  
inantattheearlytimepointsofland3dpi・Inte二restlngly・  
be【Ween3and5dpithe▼iralRNAratioshiftedtowardLR－  

喝：pLoSP8th叩∩～lw…・Plospathogens・Org  1898  
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Fi9u帽「3i臓tofEト点26VMub血non（川ⅣDiiSemi伯血ninto5a恥叩Gb鵬sa鵬Head～OfAe・鵬郎血一＝nd血〃聯〟…05quitoes  
血d伽p血i∫（恒nd此咽仰げ（qmo封叫托∝5鵬柁0叫抽d細雨血LR←GFP一芸沌VandLRヱGFP一辺肌At舶indkatd血el卵i晦1㌻21  
m呵叫○銭We佗dk5eddand5aI吋叩gland5Wereana桓edbreGFP既P旧Si肌Per⊂entOfdissem血tionwa5e頭matdasa帽ti90fthe一瓶mberdf  
mo叩Ii鱒甲W仙モGFP－PO5itivesal痛け9暮and5tOthenu－れ腱rofmo享quぬ申W仙eGFP－叩Sid鵬mid如t5，Fdrl舶〃J廟仙がnkdIo鵬心l加旭二桁由Iti憮帽 
We－e5・95■ndる・52L呵－J⊂旧〟叫如u屯FP－∑貼Vl佃dL打電FP－2ヱ仏陀叩亡tiv吋・Fo一飯〃吻打thein柊di。u5bl血d、、mモ紬畢、：餉i6．95  
しoglJqDio／mlforbothLR＜FP－216Vandul｛FP－226AvirtJSeS・Dissemin3tionrateswere⊂OrnParedstatkti（叫byFisP的＼由甲：Te響こus軸SPSS 
Ⅵ椚緑川11j．A～teri5kindiQte～P＜0，05．  いⅦ  ′バ 
（8adD）⊂0ホ匹titi加地血e椚■LR－Apiト近餅叫鱒2享6Aゎーdis詑mi鵬血nint。headso一也α叫p血∫叫く一帖ム紳輔osquitoei．1坤碑ず血  
Apaト近6V訓Ⅶ‖J－226Awe陀mixdandora呼p繕如t細to血〃鵬叩血∫期and舶用吻御用町愉腑剛心血繭沌鵬血由職誼・ぬdr匝桔準徹せ  
k由～⊂01l∝tdat12dpi・町一花Rpr鵬u⊂bwereく晦6tedwithApれ5ePa帽tedin2％agar05egel．andgモkwere～t抽出′臆均さ蛮hidiui㈹細流idd．  
BM－initiaJratioofLR－ApaL－226VandLR－226Ainbl00dmealsamp（es・14ratioofしRTApaト226VandしR－226A：RNAinfourindependentrep■kasofthe  
伽ep叫再k加筆ゝPer一号Ptiq・ 
doi：用・1371布舶壷Lppa†．（ね3020t9∞3  ／  

RNA，indicatingthatviruSWチStrahsmittedbyJlel呵icLus  
mosqul10eStOShtklingmice・Moreimportantly，inal1sixmice  
analyzed，RNA．d町i▼寧dfrom－LR－Ap叶226Vwasthepredom－  
inantviralRNAspecieslindicatingthatunderthe⊂Onditions  

Of亡OmPetilionfor transmission，the El－A2知V mutation  

directlyincfeases CHIKV franSmissioh by Ae・示叫icLtLS  
mosqultOeS・Inleresting】y，in山econtrolexp甲mentimwhich  

mic亡WereSubⅢhneou51yinoく山ated 
miⅩture．OfLR－Apal－226VandLR－226AviruSeS，RNAsfrom  

bothvimses were readily detected and no difference．was  

Observedin．theviralRNAratio3dpi（Figure5A）indicating  

thatatleastinmice，El－・A226Visnotassociatedwithd這  

inviral負tne5£  

EfFedofEIA226VMutationnFitn6ssof⊂HtKVin  

Ae・q卿〟叫Squitoes   

SincetheEl－A2箪6Vmutatibncon鎚rsa丘tnessadvant且gein  
血d坤血叫ノitね．unknownwhy山is．mutati叩hadnotbeen  

ObseTVedpreyiously・Itispo毎iblethatthisch？ngemighthave  
a del叩頭ou5e恥⊂t On Viral丘tnes5in山e vertd）巧te hosl，  

al血oughourd担Of中托くtCOmPe山ion orLRヰP山一226V  
andLR－226Aviiusesinsu⊂klingmi⊂e（Figure5A）andanalysis  
Of CHIKV cellular tropISm Of fbur clini⊂alisolates from  

Reunion（WhichhaveeitherAorVatpositionEIT226）［14L  
SuggeStthatthi＄isunlikely・Analternativehypothesisisthat  

藩pLo5Pathog叫wwゆ叩athogens・叩  

the El－＾226V mu【ationmigh＝ompromise the飢hes＄Of  

CHⅨVorhaveheutral丘tnesse鮎ctsinthemosquitospecies  

WhichservedasavectorforCHIKVpriortoitsemer＄enCeOn  

Reunionisland・Since＾e・aemLihasgenerallybeenregarded  

asthemainvectorfbrCHIKVpridrtotheemergen⊂eOn  
Reunionisland，We analyzed the efrect ofthe El－Å226V  
mutaiionon丘tr！eSSOfCHIKVin＾eL喝押ti・  
In contra5t tO the results obtainedin血d坤正加  

mosquitoes，OrD50ValuesofvimsesCOntalnlngtheEl－226V  

inthebackboneoftheReunionand37997strainsofCHⅨV  
WereaPPrOXi叩atelナ0・5Ⅰヵg100IDJmlhigherthantheOID50  

valuesofh－226AviruSeSinal1experimentsusing＾eL昭炒ti・  

ThesedifferenceswerestaListical1ysigni負cantforoneoutof  

tworeplicatesforeachviruSPair（FigurelCandlD；Tible2）．  
Acompetitionassay’eXamining．LR－ApaI－226VandLR－226A  

Virusinfeclionim＾eL昭押Iimid訃ItS，demonstratedthatLR－  

226AviruSOuトCOmPetedLR－ApaI－226VviruSat7dpiiniLl  
fburreplicatesuslngtenm．idgtltSPerrePlicateandthatthe  

amountofLR－226ARNAincreasedonaverage3・1timesas  
COmParedtoth？initialbloodmealRNAralio（Figtlre2C）・  

Thesedalas11ggeStthattheEl－A226Vmll【ationhasaslight  

negativeeffectonCHIKVinfeciivityof＾e．嘲timidguts．   
The effect ofthe El－A226V m11tation on the ability of  

CHIKVtodisseminateintojl乙嘲Iisecondaryorganswas  
alsoanalyzed（Figure3Cand3D）．LR－GFP二226VandLR－GFP一  

9  晩⊂ember2007】Voh∬ne3tl55Uモ12le201  189  
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榊～納－tこ 

既認諾忠霊笠蒜墨絵。血6Ainbl血meal叫魅．           こ、 
between226Vard226Ain■trYebkdrTleal、ResLJLtse叩reSSedasaYe－ageOftworepJkas±standardde血tion・  l  

doと10．1371如r伯Lppat0030201劇脚 

226A▼iruさ亡Sbothhユ▼eSimilarkimeti⊂SO一心s父minationinto  

Sdiva叩gl尋n血b1lowl叩○－alin氏ction u5ing dtenト2  
Log10TCIDso high亡r thln d］Cir OID50Ylluein＾L山電炒Ei  
（Figur撃卑C）・ItltCOmP画一io轟2LSSay，．both岬TAp叫－2豆6Vand  
LR－226＾iiruSeSdissemina（edsimi1irlyiniothiheadsofJl＆  
嘲‘拍ho・吋burrepli血，山肌Wお 
山erela山車a甲OunI？fIR－■226AI雨Å（Fi卯代印，1inesl，4）；  
Whe－e弘也芦0血ertw？、repli〔お血owedade亡rea5eimLR－226A  
mA（Figure2D，1in亡S2，乳代h血合・tO血eipitialraとioo一昨  

RNAofL札止paI－226VふdノLR－226AYin遁云in血ebl00d  
me止Acomp車IionorLR－ÅpaI－226VandLR－226AYir甲eS  
fortTan章missionby血嘲Eitqsu〔klingmicewasralid  
analyヱed（F卸re5C）・Inconl聖ttO tranSmissibn．by．LAel  
dあゅむ叫一爪OS頑to？S，丘Ye二OutOfsk血ice鎚d坤0頼γJk  
嘲Iicbntaipedcompir3bleamouhtSOfRNAderiYedhm  
bo血viホe£ 

山地血中申車軸岬6V－  

El－A2ヱ6VMutationModulates｛hof由teroトDependen⊂e  
of⊂HIw  
Ithasbeinpreviou51ysh珊n・血taP→Smut血血in 

Sam亡El－226posilionofSFVr亡1eases⊂hoIcsteroldep亡ndcn⊂e  
oftheJiruSinC6／56⊂e11i［33］抽drムsultsinsigni鮎血吋more  

Pidgrow血orSFVin 
1ntrathorad⊂inoedition［34］．ToddeTrnilleifareqllireineht  
forcholestirolihthecell血embraneisimportantforCⅢKV，  
weanal㌍edcb0le別電mldepeIldence．ofCHIKVEト226Aand  

勒PPSP訳h呼n5tW…・Pbspath叩nS・○－g  

irIl？と1）し       ∴、T ∴■▲： 二  

一 ン∵㌣う；t・J．一♪．1‰、さしit′・  

・i  

ぬn血rd抑％和S（F和一e叫．Howeverふ喧湖轟魂笹扁  
depleled。f血。lふt。．。1，m226Åand3799ラー226克くYぜir血色s  
repli⊂ated．signiぬntly more 

． 

a11・2and3dpi・伊卸㌍6恥neseぬhiん臆叫血l 
亭血p仏tiomofCH奴VtoJk戯坤立山血os甲ito亡SCOintides  
wi血CHIKVdependenceon・Choleste－Olin the ta曙elcell  
m亡mbrame．   

DisくuS事ion   

TheCHIKVoutbreakinRe11nioni＄unlquebeciuseitisthe  
色相lwelトdocumeptedrepor【or叩alpha▼in追0叫tbreakbr  
which血坤如wastbemainveclふr・Ihteresli噌y，血iswぉ  

also血e丘円IChikungunya epidemic du品g・壷おicll鉛血  
inftctiopswcrereportidOurdat3Clearlyindぬtimitaや  
El＿A226VmuhtiohinCHⅨVres山bini血ーぬ虔d二丘tne誌of  
CHIKVinJle、坤m呵ヤtoeswith鵬speet（d鵬卸t  

in如tivity．．曲s血ination10’血e古山iv”γ再組曲Jandlm聖・  
missiontoiYe正ebratespeci由・・Thesedatademon51rate血ala  
si喝k ElこA226V mutatiムnis su路⊂ient to－dr温血atically  
in⊂reaSetheabilityofdi蝕reritstrainsofCHIKVtoin知t  
＾el坤tusmo＄qtliLムesahd事thaLthissubslitutionrequiresno  

＼  
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Figure5・Effe⊂tOfEl－A226VMutationon⊂HIKVTransmissk）nbyAe．0／鮎pkrusandAe．oegypdMosquitoes  

（A）5ix2－t03－day－Oldsu⊂klingmke（SwissWebster）were～UbくUtaneOUS］yjnfettedwitha20－PlmixtuTeOf～25pfuしR－Apa－216Vand～25phofLR一  
之26Aviru5is．  

（B▲andqAe・OeWPtiandAe・Otbop血JSrTlOSqUito6WerePre5entedwithabbodTTleal（OntainirqlO7pfu／rTllofL？－Apa－226VandlO7pfuhllofLRT226A  
VirtJSeS・At13dpi；tentO15mosquitoe5WerePla⊂edinseparatepaper⊂artOnSardstarvedfor24h．Thenextday；thernosquitoesinea⊂hcartonwere  
Pre5entdw肘－a2－tO31by・つM′5U⊂kli咽mOu～e（SwissWeb5teけ  
∫、 仙cewerereturnedtotheircageJandsa⊂枇edonday3post－eXPOSure・Bl。Odfromea⊂hindividuaトmouse（犀50pJ）w築亡毒喧桓早世m南極餌  
mixedwith450ドlofTRk0lreagモntforRNAe火口dion．  
8Mandin∝・－initialratioofLR－Apal－226V3ndLR－226Ainbloodmealsamp（esandin∝Ulumforsub（Utah軸uSinfbction．1ii6ritiobft：RiA再ト226Vtand  
しR－22GARNAin諭＝ndわiduもImi⊂e．  
doi：10．1371小Umal．ppat．0030201．gOO5   

additionaladaptive muLatioTIS tO galnintermolecularcom－  

Patibility・These complitTlentary eXPerimenLaldata demon－  

stratethata5ingle mutation 

inft⊂tivityforaspecificvectorspeciesandasaconsequence，  

CanfuelanepidemicinaregionthatlaeksLhetypicalvector・  
Theseobservationsprovidethebasisforanexphnationof  
theobservedTLaPidshiflamongCHIKVgenotypestoviruSeS  

COntalnlngthe El－A226V mutation during the Reunion  

O11tbreak【32】．  

Interestingly，Our data and data from previous studies  

【36，37】indicate that prior to acquiringlhe El－A226V  
mutat阜On，CHIRVis capable of producing high enough  
Viremi争inhumanstoef五cientlyinfect＾e・albpfic血mosqui－  
toes・One explanation of the evolutionary fbrce which  
allowedCHIKVtobeselectedsorapidlyintoaCHIKVstrain  

whichis adapted to＾乙坤Pic叫isthat theiヮ⊂reaSed  
inftctivity（lowerOID50）ofCHIKVEl－A226Vmutantsfor＾e．  

albq？ic加meansthatthehumanviremicthresholdsrequired  
申rJle・aL噂ic如infectionwoulヰ1ikelYOCCurearlierandbe  
SuStaitledforlonger・Severalrecent studiesindicatethat  

duringthecourseofhumanviremialWhichlastupto6days，  
CHIKVloadscanreachupto3・3xlO9RNA⊂OPleSPermlof  
theblood［38，39］，Whichcorrespondsto6－7bglOTCID50Imi  
【39］・Earlier stlldies that utilized a suckling・mOuSe brain  

titrationprotocol，Whichismoresensitivethantitrationon  

Vero cells，alsofoundthathtlmanVirerniaoftenexceeded6  

LoglOSMICLD50／0・D2ml［40］・Based on viremia studiesin  

rhesusmonkeysthat⊂andevelopupto7・5LogJmlif2LSSayed  
bysucklingmicebraintitrationt41］andamaximumviremia i  

勒PLoSPa叫叫w…小叩aihogen～明  

し 

ofo叫5．5bgl。／mlbasedoふ侮m由1、iitふti抽【4礼▲叩  

belie▼e【hat vi－emiasin hm坤㌢Wbuid．、益f珪1鮒1id6斗  

bg．。TCID，。／ml．From these血らヰe≡C靂≠基＼t幅．ヰ；  

maximumviru5loadwhich⊂an bcachievedihhu血anbl00d  
isl－2l・Og10TCID50ImlhigherthntheLo紬0事D謎鴎1  

226A viruSeS but3－4Log10TCID50Imlhigher血arr thc  
bg100ID50Jmlfbr El－226V扇m5eS・Dudng血e co山門e Or  

ViremiathereshouldtherefoTebeasub＄tantialtimeframein  

WhichCHIKVbloodloadishighenoughforEl－226VviruSeS  

toin良ctA＆dみ中正おbutbelow血e▲血resholdfbrin托c【ion  

TaI）1e2・LoglOOID50／nl†for⊂HIKVinAelOPgyPd州05qUitoes  

鮎他州せ 叫■Ⅵ川S  鵬osquit他L叫，。   p  

▲桐l輝細b otD5J±⊂ら㌔V■tU亡  

⊂H朕R由∩わn l▲  Ul・GFR－226V 一 石5  
LR－GFト之26A lO｝  6．12王0ユ8  

・氏26±OjO へ pく0．05   

5月ユ±8jユ   53  

⊂HIK37997 1  37労7」GFPモ26A l石1  
】7づけ7・GFP－226V162  

ヱ ト ユ7，タフ詭坪‡126A†136  
37997rGFP－2ユ6V127  

麦芽董弛 ’p之軸1  
659±Ojヰ  

6jヰ±0ユ9  

功DiOValuesand⊂Onfide∝亡int亡Ⅳa桓W駅⊂al叫btdu如g印Pmbit（Ver～ionlぷ】．  
■叫rimentnumh訂．  
～umb訂Ofm05画toe5u～由一oe畑mteL叩、。OID，ノ鵬  
勺i％くOn蝕kl忙e蔓∩輌Ii  

doた10．1】71ノわurnaLppat0038201Jt002  
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missione伍ciencysimplybe⊂auSefewcrmosqultOeSSurVive  
longenoughtotransmitth亡Virus・   

O11rCurrentStudiesdonotprovidedata10Pdetermineif  

d鹿emination、9銀fien⊂y O一山e Elゼ26V扇叩鮎into山亡  
Salivaryghndsisa COnSeqllenCe Ofmorec飴cientmidgⅦt  
inf≠⊂tivityor廷thesetworphenome甲areindependenl・In  
thisre騨fd－itwiubeofparticulari血eresttoinvcsligatethe  
e恥ctoftheEl－A226Vmut飢iononCHIKVtransmissionby  
Orallァorintrathoracical1yinftcled＾e・al叫icLwmosquitoes・   

AlthollghtheCHIKVEl－A226VmutationglVeSaSelcctiYe  

adYantageinJk劇叫血血，山e†∈WおnOtaCO汀翁pOndi喝  
advantageinA＆喝好一ineOID由andmid騨＝ompetilion 
甲甲y血也ihdicate・thatEト226V扇r心eSV年代Sligh叫1飴S  
in鎚ctiou5hr 

IC，lD，and2C；Table2）・Additional1y，in⊂OntraLSt tO＾e．  

坤叫El‘226Vdmsesdomolha叩adete亡tableadⅧnlage  
fordisseminationintosalivaryglandsandheadsof＾e・aeWti・  

IntraLnSmissio血⊂qmPetitionexperimehLsfrom＾eaew混to  

SuCklin＄mice，El－226V conftrred a slighlcompetitive  

advantage over El－226＾（Fi訂Ire5C）・However，Bve outof  

SixmiceexposedtoCHIKVihLtcted＾e嘲LLhadeqtlivalent  
amo仙tふ○†bdlEl－226Aind El・2呈6V vi血RNA＆T血  
results are markedly difftrent compared to the results  

Obtainedinsim血rexped血enbusi【lgA乙‘ゆ申立血∫mO門ui・  

toesandh一山ersupporl血ehypo山田誌血at血kEl－A226V  

W2LSSPeCi丘ca11yselectedasaresultofadaptalionofCHIKVto  

加‥舶ゆ加d mo§quitoe＄・To explain the5mall丘t甲SS  

advantage aLSSOCiatedwiththe‘El－A226V mutation which  

wasobs亡rYedtin▼tranSmissiorleXPeriments，・yehypothesi2e  
血叫Similarlyto血坤如ちEl⊥226Aa叫別－226V扇ms倒  
colonizedi蝕renlAよ嘲do†gam虹鱒－ente托c阜emcies・ 

Eト226Aappears10COlonizemidg根上e11sdf・血喝押ばbelter  
thanEl－226VviruSeS；however，fbllowingdisseminationinto  

salivaヮgland5，山e Eト226V vims伊1nS anよdyantag9hr  
lranSmis5ion to▼ertebrate5．   

The El－A226V muはIiom wぉhund to h鱒e a Sligh叫  

negatlVeeffktoninftctivity，anegligiblee触tondis鱒m－  
inaLion，but a slight positive e鮎ct on transmissibilityof 
CHIKVby血嘲‘iin血e com野山tion expedmenL Wi  
5uggeSt血at these small（a5＋（Ompa代d withノk血路喀血可  
dif托rencesaLSSO（：iatedwiththeEl－A226Vmutationwouldnく）t  

besu餓cient【oha▼eaSignifkante蝕ctontheevollltionor  
CHⅨV transmitted by＾eL嘲tiandwo111d notresuItin  
a（C叫IationofLhismuta（ionintheregionswhere＾e・嘲d  

servesasaprlmaryVe〔tOrfbrCHⅨV・nismayexplainthe  
la亡k ofemergence o一山e El－226V gemotypein preYiou5  

0uLbreaksandthepredominanceofEl－226AviruSeSduring  
the2006CHIKVepidemicinIndia，inwhichA乙喝沖Liis  

ちOnSi4eredtobethemainvectorspecieミP4】・Adaptationof 
＾fricansLrainsofCHIKVfromforestdwellingmosqultOeS  

SPe⊂iesto＾eld喀炒Lihasneverbeenshowntobeassociated  
Wi血狙ypardc血山iQnも山手ー亡由一ew¢如Ii∈Y¢that山e  
samenegativeimpactofEl－A226VwouldbeseeninAfr  
mosqultqVeCtOr＄Whichwereresponsiblefor（ranSmissionof  
CHⅨVslrainsan⊂申tr山toReunionk01ateキ   

Our daはdoe5nOt eXClude the po5Sibil坤血at血e El－  
A226V mutationmight have a negative efftc10Pthe  
evolution ofCHIKV transmitted byAe・aq押ti・Since our  
dissemimtionandtransmissionstudieswereperformedusing  
bloodmealtitersthatwerel－2LogIoTCrD50／mihigherthan  
b帥0ID即Jml▼alueswesuggest血althene㌍liveef托ctof  
dq＝reaLSedmidgutinfictiYity ofEl－A226V on YiruS LranS－  
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0  12  2▲  ：膵   411 相  丁之  
hpi  

円9u帽・0．」旗¢OfEトA2加Y岬叫声tion印加伽G和Wtho†⊂H一灯in  
Sta鵬a材■㈹idd’⊂hd由良ねト振♭舶（8）⊂〟3‘七itk  

⊂bk5短巾l式k幽醐q皇指さ償脂we曙やmdu∈dわy晶佗■Pお泊ge亨in十15  
medi叩100nt扇nin91椚もF8S廿eatedw托h2％⊂A8－○・引Ib－12hat－r00m  
tem叩加aS P血ou～りd改ポ加d【52l・⊂0∩“uent†nOnOl叩e汚Of  
5也ndad仏）ぉ山とhok虞emト｛kpIdd（8）⊂6乃石＿αllswe陀inkddw托h  
LR－Apaト22叫．u一辺帆コア997一刀8Aand37卵7－2ヱ‘VⅥm56・atan仙即  
ofl．0㈹馳榔紬‘MOlわー宴Oil曲泊地山料さwaihedth帽eポmes山裾lし1S  

血thモi崗融t抽出′画如n俺db吋三軋5mIポー鱒仙血山由陀醐  
and虞01モd■‘it一・即？℃br血te√．鮫帽tbn o巾Vem、由れゝⅥ帽暮tit耶are  
e細mat細as卸eP押｝k吋1抑D〟m暮±鋤呵ad血Ⅳ中軸oftwo  
irdepend鐘nt句中せ再騰他．  
hpi－h011汚申出t二hf細札  
doi：10．1371伽り爪aL叩at00ユ8201．g∝略 

wi血El－226A Yiれ掛路∴¶姉トimcre甲ed oppor如nity鈷r A乙  

dあゅ仕lぴinfと亡如n，WOulヰp9呼e叫alelbe・さele⊂tion and  

transmissionofLhe mutantviru5．   

During trammission competilion a5SayS，Only’Eト2皇16V  

Vir鮎Wa5tranSmitled10SuCkli－堰mice t？y A乙d坤叫，  

althoughinthe＄eeXPerimenlsjtiter＄OfEl－226VaLndEl－226＾  

viruSeSWereOfa桓由enough叩？gnitudetoallowbothof  
these▼imsestodRdentlyi血tthismos甲11tOe＄SPeCies・This  

indicatesthatthere are addilionalmechanismsthat could  

ensu托eV0lutioma15u⊂亡e＄O一山e El－A226V▼iru且七忠＿trmS－  

mittedbyA乙伸也．Itkpoぉible血oeof血供e  

mecha血kmk牢細くiatedwi血mbre亡伍毎山心おeminadon  

o一山eEl－226V鮎〔○叩pardw仙El－226Aヤin桝＄・mk⊂Ould  
Shortentheextrinsiぐincubationperiod伊Ⅳトthetimefrom  

mo叩1tO・infb亡tibmto tr8mmi5Sion▲－andcduld＼have con－  

tributedto也e′eiolution叩SuC亡e∬OfCHⅨVduring山e  
Reunionolltbreakbe亡auSeVe亡tOrSinfectedwiththeLR－226V  

viruswouldtm鮎mititmorequi⊂uy血an血oseih鎚ctedwi血  

LR－226A vimses．Addilional1y，with relatiYely shohこIived  

Veくtム柑Suくhasmosq叫OeSけ孔lo叩打ⅢPsreduce 
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equineenfePhahtisvirusNEEV）andeasterneuineenc－  
Phalitis vlruS（EEEV），WhidlShow signi負cantlntra－Straln  
Variationatpo＄itionEl－226amongnaturalisolatesofLhese  
ViruSeS，anddetermine mutationswhichcan modulatetheir  

Cholesteroldependence・InrecentstudiesbYKolokoltsovet  
al・【46】，itwassuggesled・thatVEEV，aNewworldalphaviruS．  
mightbecholesterolindependent，altho11ghthe11SeOfVero  

⊂e11sinsteadofC6136cells・andtheuseofdifrerentpro（OCOIs  

forcellmembrane（holesteroldepletion，makeitdifRcultto  

〔Ompare山eresultso一山isstu中Witho11一色ndings・Åkoit  
would be of interest to determine possible relationships 
betweenmulationswhichmodulatecholesteroldependen云e  
OfalphavirusesothertharlCHIKVandontheirinfectivityfor  

血d研一iand血d頓知m5quitoesandpe血apsother  
epidemi0）ogi⊂allyimportantmosqui10VeC10rS・   

Themolecularmechani5mSreSPOnSiblefortheassociation  
between・host rangeandcholesteroldependenceofCHIKV  
areunknown［47］・IthasbeerLPrOPOSedtha（uponexposure  
tolowpH．theElproteinofd101es（eror－dependentYimses  
senses the target membrane lipid composition and goes 

throughacholesterol－dependentprlmlngreCOgnltlOnreaC－  
tion【48】whichisnotrequired払f亡holestefoI一山d隼e臨d蝕t  

▼iruses・IlispossiblethatCHIKVin托cbA乙嘲‘iandA乙  
alb少icttwmidgut cells using di蝕rent endocytic pathways，  

whichtarsetsvirus tocellularcompartmentswi血different  
lipidcontentsinwhichfusion∝CurS・SpcciAclipidssuchas  

Cholesterolmay dif托rential1y afftctfusion ofcholesterol－  

dependemtandcholesteroトilndepende 
山ese亡Ompa－1mentS and血erebTe血触i．tb亀OutCO叩tOf  
inLection・Althollgh our observ3（ions are suggeslive、mOre  

comprehensivestudiesshouldbecomple鱒to 
exa亡tmOlecularTne⊂haLnismsresponsibIさfbrpem吋ati6n¢t  
El－226ÅandEl－226Vvir心eSinto加・喝沖Jiand・加減呵鱒血  
ce11s．   

Althoughpreviouslaboratorystlldieshavedem9nStra【eヰ  
susceptibility・Of＾e．aaqpicLustoCHIXVinftction【36，37】，Ou；  

data demonslratethat the El－Å226V mutatidn promoted  

inLt⊂tion and acceleraled dissemination of CHIKVinL＾e．  

aL坤icbs mosq11itoes and conferTed a se）ective ad‘antage  

over●inEtctionofJlelaq＃tiWhilstthemutationdidnot  
increzLSethe m2LXimumviraltiterattainableinthe mosqul－  
toes，thesynergisticeffectsofincrea5edinfectivityandfaster  

disseminationoftheEl－A226VviruSin＾e，aLbppicLuwould  
acceleratevirじS tran5mis5ion10a naivebumanpopulation  

Whi⊂hwouldhaveconlrib11tedtoinitiatlngandsustainingthe  

2005－2006CHIKVepidemiconReunionishnd・Thataslngle  
amino a亡id change can act through m111tiple phenotypIC  
effectsto’createanepidemicsit11ationhasimplicationsfbr  
Other arthropod－tranSmittedviruSeS and the evol11tion of  

humanih良ctidu孟diie鮎es【49】．  

missibilitY・wotlld be almost completelymissed，Simply  
because．undirthis condition，almost100％ofmosqultOeS  
COuldbecqmeinfe⊂ted・Ingeneral，CHIKVrequlreSSigni丘一  
Cantlyhigherblood meaJtitersforinfectionof＾乙嘲ti  
⊂OmPared to＾乙albqpicLw［36，37］汀abtesland2），Which4  
SuggeStSLhattheslightdecre3Seinmidgutinfi（tivityofEl－  
226V vimses would have a more profound effect onthe  

evolutionofCHIKVtransmitLedby＾eL嘲Li，COmParedto  

血ee恥c10fasmalladvaれはg亡in山eabilitytocompetewi山  
El－226AviruSeSfortransmissiontosucklingmice・TheT－eforc，  
iftheEl－A226Vmutationocc11rredinCHIKVtransmittedby  

＾e・嘲Li，itwouldhaveaweaknegativeefftctonviral丘tness  
andwouldmostlikelynotbepreferentiauyselected・Addi－  
tionalexperiment5are－equiredk，餌alu・atelhishypothesk・   

AvailabledatacannotexcludethepossibilitythatEl－226A  

dme5mayhaveanunknowmbehe丘ciale触亡ton血e負tnes畠  
orCHIKVinvertd）mteho5t50VerEト226V扇mses，and山at  

血亡minoT neg叫匝e e鮎ct oiEl－226A obser陀din tmns－  
mi5SionexperimentsbyJle・明珍ticanbecompensatedforb†  
moree銀⊂ien（Viralrepli亡ationintheveTtebratehosL，leading  
toanoverallmoreefRcientadaptationtolhetransmission  

ワ亡l亡・H叩印mPmOnOftkd肪mt亡触bdAorV 
residuesatpositionEl・－2260nCHIKVinfectivityfbr，and  
trnsmissionbyAe・嘲Iiand＾e・aLbqpicLtLSmOSquiLoesclearly  
SuggeSb山alpolymorphismsat血kpositionmaydetermine  
thehos（rangeofthealphaviruSeSandmayplayanimportanl  

mlein adaptationof山evimses to a pa∫tic11lar mosqultO  

VeCtOr．   

Aninterestlng Obsemtion，Which should be studiedin  

moredeはil，Wお山atadapt山iomorCHIKVtoA乙坤餌  

mosquitoescoin⊂idedwiththea⊂qulSltlOnOfCHIKVdepend－  
ence on d10leskrOlin山eは巧e【membrane・It ha5been  
preYiou51yshown血atvadou5mutationsin山esamereglOn  
OftheEIproteinofSrvandSindbisviruSrCanmOdulalethe  
⊂holesteroldependenceoftheseviruSeS［33，45］andthat．SFV  
independence from cholesteroIcoin⊂ides vith more hpid  
grow血o一也eYi湖inA乙叫お血び【34】・Al血ough血erekam  

apparentasso⊂iation▼itiscurrentlyunknownifcholesterol  
dependence of alphaviruses is directly responsible for 

moduhtionof丘tnessofalphaviruSeSinmosqultOVeCtOT＄・A  

possiblee7’Planationfbrtheoppositeefrectsofthecholes－  
terol－dependentphenotypeorSFVandCHIKVon丘tnessin  
ノkd坤お加mayr亡瓜e亡l血eu5eOrdifkrenttechniqu亡Sbr  
mosqul10in鈷clion・In our sludアニmo5qultOe5Were Orally  
infectedvia cholesteTOlridlbloodl¶eals，Wbereasin the  

PreVious5tudySFVwasintraLhoraci⊂allyinoculatedintothe  
mosq扇to【34】・Itisakopo岱ible山at亡holesteroトdependent  
and－independent viruSeS WOuld replicate diffeientlyin  
differentmosqyltO OrganS・Assuch，Ourdataindicate that  
moreefBcientcolonizationo［＾e．aaq9ic叫midgutcel轟y  

Choles（erOl－dependenlLR－ApaI－226Visfo1lowedbyrelatively  
mor8rap適評OW山of cbl鵬er0l－in‘kpモndぢnt LR r氾6A  

ViruSin mosquito bodiesbetween3and5dpi（Figure4B）・  

Threeto5dpi⊂OincideswithviruSeSCaPefromthemosqul10  
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販売名（企業名）   赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社） 照射赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社）   

2007Sep26［3〕Dai1yTimes，2007  
Sep27．［4］AssociatedPress，2007  
Sep29．  健機構  

○デングウイルス最新情報  

［1］中国（福建省）：9月30日、保健当局は福建省青田市でデング熱症例39例を確認したと発表した。感染拡大を防ぐ為の総合的  
使用上の注意記載状況・  

予防対策が実施され、医療機関でのモニタリングが強化されている。市民には、蚊の増殖を防ぐ為に衛生状態改善が呼びかけ  その他参考事項等  

られている。  赤血球濃厚液－LR「日赤」  

研                               ［2］ベトナム：2007年のデング熱発生件数は、昨年と比べて50％増加したと保健省が報告した。9月24日時点で患者68，000人が       照射赤血球濃厚液－LR「日赤」  
究  

報   
患者も増加している。   血液を介するウイルス、  

上ヒ  ［3］パキスタン（カラチ）：保健省のデング熱サーベイランス班によると、カラチ市の4つの病院で22例の新規デング熱疑い症例が       細菌、原虫等の感染  ⊂コ  

vCJD等の伝播のリスク  
戯 概  

4テンアメカ：ンラテンアメリカとカリ諸国に感染拡大しており、この10年で最も深刻な事態になっている。2007   年はこれまでに630，356人の患者が主にブラジル・ベネズエラ・コロンビアから報告され、うち12，147人が出血熱を発症、183人が  
要   

影響が出るだろうと汎米保健機構の専門家は述べている。観光や移住によって4系統のウイルス株が地域内で循環しているため  

に、患者が重症化しやすくなっていると考えられている。   

報告企業の意見  今後の対応   

中国福建省、ベトナム、パキスタン、ラテンアメリカでデング熱が    日本赤十字社では、輸血感染症対策として問診時に海外渡航歴の   

流行しているとの報告である。  有無を確認し、帰国（入国）後4適間は献血不適としている。醜診でデ  
ング熱の既往があった場合には、治癒後1ケ月間献血不可としてい  

る。今後も引き続き情報の収集に努める。   

◎  
MedDRA／JVer．10．OJ   
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【1】mha＼1mjian）  
Date：5un 30 5ep 2007  

Source：China Daily，Xinhua News Agency report［edited】  
＜ht亡p：／／ww．chlnadailY．COm．m／cblna／2007－09／30／content 6149071．htm＞  

On Sunday【30 Sep 2007】′ bealth autho工itie8 Said39【den9ue fever  
CaSe5 have been confirmedin Putian city of east China－s Fujian  
p工○Ⅴ土nce．mu5 far．26 0f the 39patlent5in Hanjian9Di5tr土ct of  
Putian city have been cured and the others arein stable condition，  
Said the provincialhealth department．   

The city has adopted”comprehensive prevention and controlneasuresT’  
to curb the spread of the di5eaSe，Said the departmept・Allmedical  
and healthinstitutionsin the province have also stren9thened  
monitoring on the disease，it added．   

The department reminded citi2：enS Of household sanitation and the  
prevention of proliferation of no5qyitoes，Whichtransmit the disease卜 h5］   

CoⅡmicated by：  
Pro虹ED一皿ilRapporteur B工ent 8a土工ett   

【Putian cityi5 Situatedin the centralpartof the coa5talarea of  
mjlan province．putian ne土9hbor8 mZhouin the nortbea5t and  
QuanZhouin the southeast／andi5 Separated from Taivan by the Taiwan Strait・   

【A zoomable znap of Fujian province showing thelocation of Putian  
City can be acce5きd at  
＜蝉＝鱒n・ムm力旭p701510630／F帥tI止＞・－Mbd・TY】   

★★★★★★  

【2】Viet Ⅳam  
Date：甘ed265eb2007  
Source；Ⅴ土etⅣamⅣet B工id9e【edited】 

Vn／50C土al／2007／09／745035／＞  h血．vletnamnet  

Theincidence of dengue feverin Viet Nam has ri5en by almost50  
percent this year（2007］againstlast year（2006），rePOrtS the Health PLinist】  

A medical vorker instructs Dao ethnic minorities in the northern  

mountainous province oB4en BaiTs伽ang Minh Comlne tO dip mo5quito   

httE）：′′www＿t）rOmedmait．org／DIs／E）rOmed／㍗p≦2400：1001：13118188367355991829：：NO：：F240q＿PlOOl．．．2007／11／．  
－ － 
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net5in chemicals to prevent dengue feverて   

About 68 000people had been stricken with the mosquito－borne  
di5eaSe，Preventative Health Department director Nguyen Huy Nga said  
On Monday【24 Sep 2007】；60 had died．   

Mo5tinfection5 had occurredin southern Dong Thap．AmGiang，Tien  
Giang，and Ben Tre provinces and the totalincrease was about 48  
PerCent，he said．   

Ho ChiMinh（HCH】CityTba5ed PasteurInstitute NationaiDengue Fever  
Programme representative Luong Chan Quang said more than 58 000 
PeOple had beeninfectedin the Cuu Long（Mekong）Delta provinces by  
the end of August［2007】・Deaths were put at 54－40 percent more than  
last year【2006ト   

Infectionsin Tien Giang Province totalled 9800 with 9 deaths′ Dong  
Thap 8700with 9 deaths．and An Giang 6000 with 6 deaths．  

ノ  

In HCM City，almost，5400 people had been stricken with dengue fever  
一一 40 percent more thanlast year［2006 … and 6 had died．   

Quang warned that another serious outbreak wa51ikelyin the southern  
delta before the end of the year［2007］if effective preventive  
measures were not taken because people regularly stored water to  
prepare for the dry season・   

The Aedes＿mOSquito／Which carries dengue feverr breed5in sti1lor  
5ta9nant Wate工・   

HCM City Preventive Health Department deputy director Nguyen Dac Tho  
said about 350 people were being admitted to hospital each week with 
dengue fever －－ 50 more thanlast year［2006］．   

1nner city di5tricts 8，10，11，Binh Thanh′ and Binh Tan were the  
WOrSt affected．Peoplein den5ely populated precinct5 StOred more  
Water for their om use than others as did construction proコeCt5，5aid Dr Tho・   

Dengue feveri5 mOSt COmn amOng Children underlO but the nuInber of  
afflicted aduits ha5increa5ed this year［2007］．   

HCM City TropicalDisea5eS Hospitalfigure5 5hov that of about150  
people admitted to the hospitalwith dengue fever each week′ mOre  
亡han lOO were adult5．   

There are 4 types of the dengue fever virus that often resultin  
Sinilar syTE甲tOmS．This year［2007］，the transmitted viruB Wa5 uSually  
typelor type 2・   

HaemorrhaglC feveris a severe，Often fatal，COmPlication of dengue fever・   

The HCM City Peoplets Comittee has mobilised measure5 tO PreVent  
dengue fever across the city・Citi2＝enS are enCOuraged to clean around  
their residences every Sunday and spray mosquito killer［insecticides］・  

Cottmunicated by：  
Pro打ED－mil  

くp主軸Ome血nail．0三見＞   

【A map of Vlet Nam can be acce35ed at  

－ Hod．TY】   

★★★★★★  

【3】pak15tan（Ka工aChi）  
Date：でhu 27 Sep 2007  
Source：Daily Times［edited】  
く坦旦迦旦垂主鹿些pk／唾主星亜pa哩叩ユ隻旦⊆旦奴旦ユニ旦二呈旦旦  

The Sindh Health Department．s Dengue Fever Survei11ance Cellreported  
22 fresh cases of the di5eaSein select hospitals acros5 Karachion  
Wednesday【26 Sep 2007］．  

95   

htto：／／www．DrOmedmai］．org／DIs／promed／f？o＝2400：1001：13118188367355991829：：NO：：F2400PlOOl”2007／11／13   



3／5ペーミ  

Additionalhealth secretary andin－Charge of the surveillance cell，  
Dr ShakilMalik，giving details of these cases，t01d APP［Associated  
Press of Paki5tan】that 20 0f the patients are positive and they are  
Wa土t土n9fo工the 工epO工t On the other 2．   

The hospitals that dispatched reports include Liaquat National 
Hospital．Ziauddin Hospital．Bismillah Taqee Hospital．and Zainab  
PanjwaniHo5pital．什Since ve ju5t reaCtivated the cellon Tuesday【25  

Sep 2007】，it willtake time before we make contact with allthe  
hospitals scattered acros5 the city．”he 5aid．To a question，he said  
that around170 suspected cases of dengue feveェ have been reported  
from across the city this yeaエ ー一 fromJanuary【2007］to date．He  
also referred to the report the provincial health department received 
from alocallaboratory（Mid CitiLab）that tested 24 0PD［out  
patient department］patients between August【2007］and now．Of these  
individuals，12 came out positive．  

Coztmunicated by：  
P工OMED Rappo工teur B工ent Baエrett   

【Karachiislocated on the Arabian Sea．A map of Pakistan can be  
acce55ed at  

5／middle east and asia／  

－Mbd．TY】   

★★★★★★  

【4】1atin America  
Date：Sat 29 Sep 2007  

Source：Associated Press［edited】  
く塾妄与良と〈J旦  00qle．com／aェticle／AI，eqM5i，86GcnUA5vltⅨnpi  1604＞  

Dengue feveris spreading acros＄ Latin America and the Caribbeanin  
One Of the wo工8t Outb工eakきin decades．cau5in9 a90niヱin9 コOint palm  
for hundreds of thousands of people and killing nearly 200 so far 
tbiき year【2007ト   

The mosquitoes that carry dengue are thriving in expanded urban slums 
SCattered with water！COllecting trash and old tires．Experts say  
dengueis approaching recordlevels this year［2007］as rEtany  
COuntrie5 ente工 their wette5t mOnth3．   

r’工f we do not sIovit doⅥ1，・it vi11intensify and take a greater  
SOCialamd economic t01lon 

Hartin′ head of anti－den9ue effo工t8 for thePan American Health  
Or9aniヱation（P旭0）．a re9土onalpublic bealth a9enCyト   

The US Centers for Disease Controland Prevention（CDC）in Atlanta  
has posted advisorie5 this year（2007］for people visiting Latin  
American and Caribbean de5tinations to use mosquito repellant and  
5tayin5ide きCreened aごea5Whenever poき5ible．   

T’The dangeri5 that the doctors at home don－t recogn12：e the dengue，r’  
5aid Dr．Vellington sun，the chief of the CDC■s dengue branchin San  
Juan，［Puerto Rico】T．The doctors need to raiBe theirlevelof  
5u5plCion fo工 any traVeleェwho retu工nS With a fβVe工．【   

Dengue has already damaged the economles of countries across the  
reglOn by driving away tourists，aCCOrding to a document prepared for  
a PÅHO conference be91min9Monday【10ct 2007】in Wa5bin9tOn．   

Some countries have focused mosquito eradication efforts on areas  
POpular with touri5tS．Mexico sent hundreds of workers to the resorts  
Of Puerto Vallart4，Cancun，and Acapulco this year（2007］to try to  
ave工t Outbreak3．  

Health ninisters from across the reglOn meet at the PAHO conference  

and San Martin＄aid he willur9e them to devote more＼．reSOurCeS tO dengue feve  

The tropicalviru5WaS OnCe thought to have been neaz：1y・eliminated  
fromムatin Ame工土ca．butit bas 8teadily9ained5tren9th5ince the  

early1980s．Nov，Officials fearit could emerge as a pandenic  

Similar to one that became aleading killeJ：Of childrenin Southea5t  

如ia f0110Win9WoddWaう♂工・   

http：／／www．E）rOmedmail．org／pIs／promed／冊p＝2400：1001：13118188367355991829：：NO：：F2400＿PlOOl．．．2007／11／1   
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Officials say the virusislikelY tO grOW deadlierin part because  
tourism and migration are circulating 4 different strains across the 
reglOn．A person exposed to one 5train may developirEmnity to that  
3train －－ but subsequent exposure to another strain makesit more  
likely the per50n Willdevelop the hemorrhaglC form．   

T’The main concernis what．s happeningin theAmericas will  
recapitulate what has happenedin southeast A5ia，and we willstart  
Seeing more and more severe type5 0f cases of dengue as time  
P工09re5βeSJM sun3aid．   

So far this year（2007］′ 630 356 dengue case3 have been reportedin  
the Americas －－ mOStin Brazil′ Venezuela，Or Colornbia －－ With12147  

CaSeS Of hemorrhagic fever and183 deaths，aCCOrding to the Pan  
American Health Organization．With the spread expected to accelerate  
during the upcoming rainy seasonin many countries，CaSeS this yea  
【2007】could exceed thelO15 000 reportedin 2002′ aCCOrding to san Martin．   

工n Puerto Rico，Where 5592 su5peCted cases and 3 deaths have been  

reported．somela皿kers called this week for the health secretary to reslgn．   

＝n the Dominican Republic，Which has reported 25 deaths this yea  
【2007］，the health department announced Thursday【27 Sep 2007】that  
it would train2．5million public schooIstudents to encourage  
parent5 and neighbors to eliminate st：anding water．   

Researcher5 have not yet developed a vaccine against dengue and Sun  
Said that for now，the only way to stop the virusis to contain the  
mosquito population －－ a ta5k that relies of countless，relentles  
individualeffortsincludinginstalling screen doors and making sure  
mosquitoes are not breedingin garbage．   

什＝t－31ike telling people to 5tOP SmOking，”he said．”They may doit  
for al止Iile，but they don．t doit on a consistent basis and without  

doing that，it．s not effective・’’   

While dengue is increasing around the developing world, the problem 
is most dramaticin the Americas，aCCOrding to the CDC．   

ttealth officials believe the resurgence of the malaria－1ikeillness  
is due partly to a premature ea5ing of eradication program5in the1970s．   

Migration and tourism also have carried new strains of the virus  
across nationalborder5′ eVeninto the United states，Which had  

largely wIPed out the；disea5e after a1922 outbreak thatinfected a  
half－million people．   

74exico ha5 been struggling with an alamingincreasein the deadly  
hemorrhagic form of dengue，Which now accounts for roughly onein 4  
CaSeS．The government ha5 COnfirmed 3249 ca5eS Of henorrhaglC dengue  
for the year through15 Sep【2007】′ uP from19241ast year［2006］．   

The CDC says thereis no drug to treat hemorrhaglC dengue，but proper  
treatment，including rest′ fluids，and pain relief．can reduce death  
rates to about one percent・   

San Martin said he use the meetings starting Monday【10ct 2007】to  
urge enforcement of trash disposalregulations，mOreinvestmentin  
no5quito controland newincentives for cornmunities to participate・  
【工tis a battle of every govern皿ent，eVery COmmlnity and every  

individual．叩 he 3a土d．   

【Byllne；H土chaelHelia】  

CorEmunicated by；  
ProHED－mail  

＜旦蔓9型蜘こ里主g．＞   

The WHO（World Health Organisation）description of dengue fever and  
the more deadly dengue hemorrhagic fever［DHFIcan be foundin 
Prd旺ED－mailt5 ¶Den9ue／DHf－update  20070514．1541†l．∴PrdMED－mall thanks  

the cont．ributor5 tO this update and encourages others to contribute  

report5 a150・一対od・TY】97   

http：／／www．promedmail．org／pJs／promed〝？p＝2400：1001：13118188367355991829：：NO：：F240O＿PlOOl… 2007／11／13   
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【5ee・a150：  
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別紙様式掛  O  No・34  

医薬品研究報告触報告書 

識別番号・報告回数  
報告日   新軍区分   機構処理桐   

一般的名称  人赤血球濃厚液   公表国  

研究報告の公表状況  Y8hoo！ニュース．20070qt14．  
赤血球濃厚披∵LR「日赤」（日本赤＋字社）  

販売名（企業名）    照射赤血球護摩披－LR「日赤」（日本赤十字社）   台湾  

○台南で511人が感染！猛威をふるうデング熱、「蚊」撲滅作戦に軍も動員へ一台湾南部  
台湾のニュースサイト「中国台湾網」などが伝えたところによると、台湾南部でデング熱が流行。台南市改府の最新の調査では、  

使用上の注意記載状況・  

2007年10月13日までに市内で511人の感染者が確認されたほか、隣接する高雄市でも2つの区で集団感染が発生しており、感  
その他参考事項等  

染の広がりは過去最大規模。  赤血球濃厚液－LR「日赤」  

研  

究  

報  
血液を介するウイルス、  

』ヒ  細菌、原虫等の感染  

Rb の）  

vCJD等の伝播のリスク  

概  「   

要  

報告企業の意見  今後の対応   

台湾南部でデング熱が流行し、台南市内で511人の感染者が    月本赤十字社では、輸血感染症対策として問診時に海外渡航歴の   
確認されたほか、隣接する高雄市でも集団感染が発生してお    有無を確認し、帰国（入国）後4週間は献血不適としている。問診でデ   
り、感染の広がりは過去最大規模となっているとの報告である。    ング熱の既往があった歩合には、治癒後1ケ月間献血不可としてい  

る。今後も引き続き情報の収集に努める。   

MedDRA／JVer．10．OJ   



台南で511人が感染！猛威をふるうデング熱、「蚊」撲滅作戦に軍も動員へ一台湾南部（Recor JRC2007T・076  

4．g錮円までヤフオクの入札が全員参加無料！  Y血00！検索   

▲ 「 
・  

ニュー・ス  Yahoo！JAPAN一会姓2   

お役立ち情報：天気・観象t線度・占史  

ニュース記事  条件検奉  ニュース トピックス 豊島 地 盤越．リサーチ ポピュラ「  

主要 国内 基姓 経済 エンタ叩ティンメント スポ…ツ テクノロジ鵬 ニュ…ス提供社  

海外絵合 史且 鼻且  

【PR］まず、あなたが「一生添い遂げたい人」を診断してみませんか！【無  

文字サイズ個廟臨…  

PR  台南で511人が感染！猛威をふるうデング熱、  
「蚊」撲滅作戦に軍も動員へ一台湾南部  
10月14日9時38分配信R09qr（lChina  

台湾のニュースサイト「中国台湾網」  

などが伝えたところによると、台琴南  

部でデング熱が流行。台南市政府の  

最新の調査では、2007年10月13日ま  

でに市内で511人の感染者が確認さ  

れたほか、隣接する高雄市でも2つの  

区で集団感染が発生しており、感染の  
広がりは過去最大規模。   

高址市では来週、スポーツ競技大会  

が予定されており、選手団の感染を防  

ぐため競技会場と選手村周辺地域を  

警戒重点区域に指定した。市職員の  

ほか、軍も動員し、デング熱ウイルス  

拡大毒真  

台湾南部で蚊が媒介するデング熱  

が大流行。10月13日までに台帝市で  

511人の感染が確認されたほか」高  

姓市でも集団感染が発生。行政と軍  

が協力して大規模な蚊の撲滅作戦を  

展開する方針。  

摩海外トピックス  

を媒介する蚊の撲滅作戦を展開する方針だ。（翻訳・編集／本郷智子）  

R亡C。竜説咄  
最終更新：10月14日9時38分   

注目の情報  

率の現在価値は？  

複数社の査定額を比較できる甜Mew  

料査定なら愛車の最高価格がわかる  

ソーシャルブックマークへ投稿蔓性：海亀画風園庭怒圏  

（ソーシャルブックマークとは）  

Yahod知恵袋に質問する   

関連トピックス 全盛   

フレッシュアイニュース デング熱に関する 之旦竺 圭蝕  

みんなの感想この葦毯についてみんながどう感じたかわかります。  

叩歳には見えない  

全然同じ歳に見えない彼女に聞いた  

女性が満足しているコスメのお話≫  
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別紙様式第2－1  No．11  

医薬品 研究報告 調査報告書   

鼓別番号・■報告回数  
報告日   第一報入手日新医薬品等の区分  

2007．10．22  該当なし  

一般的名称  人赤血球濃厚液  公表国  

三浦左千夫，肥後廣夫，竹内勤主  
研究報告の公表状況   第48回日本熱帯医学会大会  

販売名（企業名）   赤血球濃厚液一LR「日赤」（日本赤十字社） 照射赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社）   日本  

○日本におけるラテンアメリカ人の慢性シヤーガス病キャリアーからの献血についての対策検討  

近年ラテンアメリカからの就労目的の定住化人口が増加の一途にあり、既に40万人を超えようとしている。当然就労目的のため、  
使用上の注意記載状況・  

表向きは健常者としての来日である。しかし、就労中に疲れを訴え呼吸困難などの不調を来たした為に医療機関を受診し、出身  その他参考事項等  

赤血球濃厚液－LR「日赤」  研                          照射赤血球濃厚液－LR「日赤」  
究  

報   
血液を介するウイルス、  

◆  告  は主要媒介昆虫が棲息しないものの、シヤーガス病慢性キャリアーからの輸血、臓器移植などによる二次的感染の危険性であ              、ヽ       細菌、原虫等の感染  軍 概  
っ。こマスにし、について討を行った。その結果マウスへの感染は無処置のも   のと差異は無かったが、病原性についてはかなり域弱していることが示唆された。これはrc几必に対して4℃という低温ストレス  

要   

ルターをrα血虫体は通過してしまった。従って、残念ながら我が国で行われている現在の輸血用の保存血液提供システムで  
は、シヤーガス病の輸血感染を確実には防止できない。ラテンアメリカ人に対する抗体チェックの実施とその強化などを、社会医  

学的影響を考慮の上、今後も更に安全輸血業務を遂行する為の対策の改善を図る必要がある。   

報告企業の意見  今螢の対応   

カーミC液（CPD液）を用いてT：cm五感染マウス血液を4℃にて    日本赤十字社は、輸血感染症対策として献血時に海外渡航歴の有   

1～21日間保存処理を行ったところ、マウスへの感染性は無処    無を確認し、帰国（入国）後4週間は献血不適としている。また、シヤー   
置のものと差異は無かったが、病原性はかなり減弱していること    カス病の既往がある場合には献血不適としている。日本在住の中南   

が示唆された。我が国においても、安全輸血業務を遂行する為    米出身献血者については、国と協議しつつ対応を検討中である。今   
の対策の改善を図る必要があるとの報告である。  後も引き続き情報の収集に努める。   

㊧  
MedDRA／JVer．10．OJ   



JRC2007T・078  

12C－02  

日本におけるラテンアメリカ人の慢性シャーガス病キャリアーからの献血についての対策検討  

The studY Of the counter measuers against bJood donation from chronic  

Chagas disease carrier of］atin－american rosidinginJapan  

三革 左千夫l、肥後 廣ガ、竹内 勒一  

度応義塾大学医学部熱帯医学寄生虫－、九州大学医学部感染免疫熱帯医学分野量   

近年ラテンアメリカからの就労目的の定住化人口が増加め－・途にあり、既に40万人を超え  

ようとしている。当然就労R的の為、表向きは健常者としての来日である。しかし、就労中  

に疲れを訴え呼吸困難などの不調を釆たした為に医療機関を受診し、出身地を考慮の後、血  

清免疫学的鱒査の紡果シャーガス病感染を示唆された者が13名見いだされた。中には、末梢i二 

血で病原体竹叩即㈱ma▲Ⅳ血α肌ほ〃の存在を示唆する九肌必二DNAのPCtミ増幅断片  

が、検査のたびに検出される者もいた。また血液培養（LIT培地、NNN培地）で血液型政体  

の分離にも成功した例など、慢性シャーガス病即ち病原体のキャリアーであることが明らか  

となった者もl、た。これらの抗体陽性者13名のうち1名については日本滞在中に献血を行っ  

ていた。注意すべきは、我が国では主要媒介昆虫が棲息しな、いものの、シャーガス病慢性キャ  

リアーからの輸血、臓器移植などによる二次的感染の危険性である。今回、献血機関で保存  

血用に使用しているカーミC液（CアD液）を用いて感染マウス血液を4℃にて1～21口間保  

存処理をおこなった。これを正常マウスに接種し感染性、病原性っいて基礎的な検討を行っ  

た。その結果マウスへの感染性は無処置のものと差異は無かったが、病原性についてはかな  

り減弱していることが示唆された。これはrαⅦdに対して4℃という低温ストレスが影響し  

たものと考えられる。また同時に白血球除去フィルターを用いてのT闇Ⅶ五の通過性など検  

討した。その結果殆どのフィルターをr8Ⅶ衰虫体は通過してしまった。従って、残念ながら  

我が国で行われている現在の輸血用の保存血液提供システムで軋 

を確実には防止できない。ラテンアメリカ人に対する抗体チェックの実施とその墟化などを、  

社会医学的影常を考慮の．L、今後も更に安全輸血業務を遂行する為の対韓の改善を図る必要  

がある。   

－44－  
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別紙様式第2－1  No．19  

医薬品 研究報告 調査報告書 

鼓別番号・報告回致  
報告日＿   東一報入手日新医薬品等の区分  

2007．10．22  該当なし  

一般的名称  人赤血球濃厚液  
KleinmanSH，GlynnSA，LeeTH，  

ToblerL，MontalvoL，ToddD，Kiss  
JE，ShyamalaViBuschMP；Nation81  

研究報告申公表状況     Heart，Lung，Bloodlnstitute  
赤血坪澹嘩液－し針目赤」（日本赤＋字社）  RetrovirusEpidemi0logyDonorStudy  

販売名（企筆名）   ∴ 照射葬卑野澤卑鱒－LR「甘赤」（日本赤十字社）   （REDS－i7）．Tr8nS鮎sion．2007  米国   

Oct；47（10）：1756－64．   

○供血者のパルボiサイ加乗出．9PNAの高感度PCRスタリ十ニング法による陽性率と定量測定  

背景：供血者笹おける帯感度核酸検査法を用いたパルボ・ウイ／レスB19DNAわ優性率は、血祭分画製剤製造部門で高力価ウイ  
使用上の注意記載状況・  

ル女を検出するためたデザインきれた検査の検出率よりも高いことが最近示されている。  
その他参考事項等  

赤血球濃厚液－LR「日赤」  

研  

究  
（95％CI，1b．6⊥33：9－IU／mL）のリア／レタイムB19DNAPCR法（PCR；TaqMan，AppliedBiosystems）を用いて検査を実施した。  

軋  

トdヒ．  細菌、原虫等の感染   
く戸 tの  

：．，． 
概  

要   

結論：供血者わほぼ1％に低値のB19DNAが検出されたふ．IgM及びIgGB19抗体のいずれも陽性であったDNA陽性供血（23％）  
は、急性感染症である可能性が高く、IgGが陽性であるがIgMが陰性の供血は、持続性のB19感染である可能性が高い。   

報告企業の意見  今後の対応   

米国の供血者のほぼ1％に低値のヒトパルボウイルスB19DNAが    今後も引き続き、ヒトパルボウイルスB19に関する新たな知見及び情報   

療出されたとの報告であぁ  の収集に努める。日本赤十字社では、以前よりRHA法による即9抗原  
凝査を琴ネ、ウイノ㌣ス華甲多い血液を排除している。今後は検査方法  

の改酎こよりさらなる感度向上を目指すこととレている。   
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JRC2007T・073  

TRAⅣS川SIMi‖ⅧP＝≠椚一川ⅣS   

PrevalenceandquantitationofparVOvirusB19DNAlevelsin   

blooddonorswithasensitivt！POTymeraSeChainreaction  

●              SCreenlngaSSay  

S肋ノe乃且幻e血乃αrl，SfmorleA．Gら／〃乃，ノ乃の乃g一助eエee，エe∫Jね拘わゎれエefね乃f肋乃ね加，  

加わorα九乃dd′ル叩わ且尺ね∫′伽加ゎか油乃αSJ岬mαJα′d乃dル打cわαeJ叩u∫Cわ♪r血肋血柁αJ  

肋αrち血乃＆α乃d月わod血∫わ血re月e打り〃血∫坤地肌foJqαか0乃OrS如何摺gD5－珊  

P 
arvoviruSB19infection（alsoknownashuman  

erythroviruSandreferredtoasB19inthisreport）  
hasbeenwe11documentedtobetransmittedby  
transfusionofplasma derivatives．ト3Thereare  

BACKGF10UND：B100ddonorpaNOVirusB19DNA  
PreVaIencewithsensitivenucIeicacidtestassayshas  
recentlybeendemonstratedtobehigherthanthat  
foundwithassaysdesignedtodetecthighvira［titersin  
th8PlasmamanufacturlngSeCtOr．  

STUDYDESIGNANt）METHODS：Storedplasmaa［i－  

quotsfrom5020donationsco”ectedbetween2000and  

2003atsevenUSbloodcentersweretested．1七sting  

WaSPerformedwtthareaトtimeB19DNApolyrnerase  
Chahreaction（PCR；lbqMan，Apptied8iosystems）  

assaywitha50p甲■Centlimitofdetection（LOD）of  

l．61UpermL（95％confidenceinterval【CJ］．1．2－2．1（U／  

mL）anda95percentLODof16．5tUpermL（95％CJ，  

1046－33．9（UhlL）．ConfirnlationandquantitationofB19  

DNAwasaccomp（ishedbyr8teStingoftwoaddjtionaI  
SUba（iquots．Confirmed－POSitivespecimensweretest由】  

forthepresenceofanti・B19immunoglobulinM（lgM）  

andJgGw仙FDA－1icensedassays．  

RESULJS：B19DNAprevalencewasO．88percent  

（95％Cl．0．64％一1．2％）．Amongthe23donationswith  

B19DNAtitersofatleast20（UpermL，themedian  

DNAconcentrationwaslO51UpermLwithaninter－  
quar（iterangeof42to4811UpermL；thehighestvarue  

WaS1869IUpermL．A”B19DNA－POSitivedonations  

WerePOSitiveforthepr8SenCeOflg（；andlO（23％）  

WerealsopositiveforthepresenceofJgM：lgMserop－  

OSitiv汁ywasassociatedwithincreasingDNAlevels  

（P＝＝0．0013）．  

CONCLUS10N：Low－1evelB19DNAwasdetect8din  
nearlylpercentofdonations．The23percentofDNA－  

POSilivedonationswithbothlgMandIgGB19antibody  
most］ike［yrepresentacuteresoIvinginfection，Whereas  

thosewithlgGbutnoIgMaremostconsistentwitha  
rnorechronicandpossiblypersistentphaseofB19  
infection．  

0nlyrarecasereports－however．ofB19tranSmissionby  
transfusibnofbloodcomponents，andtwosmallstudies  
thatattemptedtoassesssuchtranSmissionsystematically  
did not demonstrate any symPtOmaticinftction．＝Tb  
date，therehavebeennolarge－SCalelinkedtransfusion  
transmissionstudieswithsu錦cientstatisticalpowerto  

allowforasystemadccalculationoftheperunitorper  
recipientrisk of acqulnng aSymptOmatic or symptO－  
maticinfecdon aftertransfusion ofaB19－viremicblood  

COmpOnent，   

In the plasma derivative setdng，B19tranSfusion  
transmissionhasnotbeenrepor【eddlentheplasmaB19  
DNAconcentrationwaslessthan103intemationalunits  

ABBREVtAT（ONS：CT＝CyClethreshold；LOD＝Limitof  

detection．  

FromWestat，RockviJle．Mary］and；BloodSystem＄Tteseardl  

Insti（u（e，SanFrancisco，C山ifbmia；theTnstitutefbrThnsfusion  

Medicine．Pittsburgh．Pennsylvania；ChironCorp．．Emeryvi11e．  

CaliEornia；DigeneCorp・．GaiLhersburg．Maryland；andthe  

NationalHcart．hlng，andBloodInstitute．Bethesda，MaryIand．  

＾ddrtusTePTinEnquesLsLo：GeorgeSchreiber，ScD，WbsIat．  

1650ResearchBoL11evard，Rockville．MD20850；e－mai1：  

GeorgeSchreiber＠westat．com．  

ThisworkwassupportedbyNHLBIContractsNOl－HB－  

47175and－57181．TTICdevelopmentofthctuDARrepository  

tha（WaSuSedasasourceofspecimensbrthissttJdywasprevi－  

OuSlysupportedbyNHIBIContractsNOl－fTB－97077throu癖l  

－97082andbytheCentersforDiseaseControlandPreventioh  
Contracts200199900070and2001999007l．  

ReceivedfbrpubticationFebruary15．2007；reVision  

receivedMarch20，2007，andacceptedMart：h22．2007．  

doi：10．1111／j．1537－2995．2007．01341．x  

加SFUStOⅣ2007；47：1756－1764．   
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PARVOVJRUSB19DNALEVELS（N8LOODDONORS  

（IU）permLlItisunknownifrecipientsofpooledplasma  
PrOductswithlowB19viraltitersaLreprOteCtedduetothe  
neutralizingeぽectofB19utibodyEromotherunitsinthe  
plasmapool，thelowl】19tiraltiter．oracombinationof  
both．10Althoughit hasbeen assumed that single－unit  

bloodcomponen（SwithlowB19DNAtitersshould，Simi－  
1arIy；benoninfec（ious．（hisremainsspeculativebecause  
themechanismofprotectioninthepooledplasmasetting  
hasnotbeenestablishedandmaynotapplytosingle－unit  
仕ansfusions．  

Newerinfbrmation suggeststhat the potentialEor  
recipjentstobeexposedtolowtitersofB19I）NAfrom  
bloodcomponenttransfusionisgreaterthanpreviousLy  
thought．ThrougllthcuseofscnsitivenucIcicacidtest  
（W）assay＄．tWOSetSOfinvestigatorshavefbundthatthe  
prevalenceofB19DNAindoJlOrplasmarangesfromO・5to  
O．9percent．11・I2Furthermore，itisnowknow－1thatI‡19  
DN＾may persistin plasma atlow conccntration for  
SeVeralyearsin healthyindividuals who could make  
repeatblooddonationsduringthisviremicinterval・13－16  

From2000through2003．NHLBIandCDCestablished  
the RetroviruS Epidemiology Donor Study山logeneic  
Do托OrandRedpient（RADAR）repositoryasapowerEul  
tooltoi血VestigAtepossibletransfusion－tranSmittedinfbc－  

tions．t70urprlmaryalmwithregaLdtoB19infectionwasto  
use’～thislihkeddonorandrecipientrepositorytoevaluite  
WhethetdonationswithlowB19DNAlevelstransmitinfbc－  

tioh．Suchatran＄fusiontransmissionstudywouldonlybe  
feasible，howeverlifaB19NATassaywithappropriateper－  
fbrmance characteristics（e．g．，SenSitivitylSpeCificity；  

throughput）wasavailableandjftheprevalenceofplasma  
B19DNAinthedonorpopulationandthenumberofsus－  
CePtiblerecipientswcreofsu疏cientma伊Iitudetoallowfor  

Signi丘cantconclusionstobedraⅥm．  

Theprimarya皿Ofthisreportistopresenttheresults  

Oftheseinitialinvcs也gations，Whichincludedevelopment  

OfahighlysellSitivt，pOlymeraSe Chain reaction（PCR）  
SCreenlng aSSay and estimation ofthe prevalence of  
phsmaB19DNAindonationsrepresentedintheRADAR  
repositorYOursecondaryaimsweretoevaluatetheasso－  
Ciation ofquandtativeDNAlevelswithimmunoglobu－  
1inM．什gM）andIgGandbodystatusaJlddeterminethe  
demo伊aPhiccharacteristicsofB19DNATPOSitivedonors．  

MÅTERIALSAND METHODS  
＄01ectionoIrepoさItory叩eCtmやn層  

TheRADARrepositorywasestablishedfrom2000through  
2003throughparddpadonofbloodccntersandselected  
hospitals at seven geographically dispersed locations 
throughouttheUnitedStates．17Thisdonorandredpient  
repositorycontains pretran血sion（OrPeritranSfusion）  
SPeCimensandfbllow－uPSPeCime11S（CO11ectedataninter－  

Valof6－12months）from3，575enro11edrecipients．The  
repositoryalsocontains13．201donationspecimensglVen  

by12，408distinctdonorsthatweretransfusedtothese  
RADARrecipients・ThisportionoftherepositorylSreferred  
toasthelinkeddonor－reCipientrepositorylhaddition，  
thereisasupplementaryrepositoryof99，906donatiorL  
SpeCimens（COnt∫ibutedby84．339donors）丘omdonations  

（hatwerenottransfusedlpenro）1edRADARrecipients．  

As previously reported．transfusion transmission  
StudieswiththeRADAR－1inkedrepositoryshouldusual1y  
Onlybeconsideredifthedonorprevalenceofanagentisat  
leastO．05percent．17Forthisstudy．basedonsomeofthe  
COnServativeestimatesofdonorB19viremiainthelitera－  

ture，Wedeterminedthattestingofapproximately5，000  

SpeCimenswoulda11owdstobe95percentcon丘denttllat  
thcprevalenccofviremiainthcdonorpopulationwasat  
least O．05percent．Thus，5，200specipens（allowingfbr  
failedru皿S）wereselected魚■Omtherepositoryofunlinked  
COmmunitywholeTbloodandapheresisdonationsfort主19  

DN＾PCRtesdng・Astraチi鮎dsampkngprocedurewasミ 
usedtoselectthesespeclmenSSbthattlleyWOuldhave  
SiLmilardemographic，temPOral，andgeographiccharac－  

teristicstothe13．198communitywhole－bloodandaph－  

eresisdonationsamplesinthelinkedrepository．thereby  
allowingforlaterextrapolationoftheprevalenceresultsto  
donationsinthelinkedrepositorylThesamPlingscheme  
COntrOlledfbr仕equencyofdonationsperdonor，blood  
CentefWheredonationwasglVen．a血dyearandmonthof  
donation，inthat ordeLThis str瓜i魚cationalso ensured  

thatthe distributions ofotherimp（）r（antVariables，for  
examPle，age attime ofdonadon．first－time orrepeat  

StatuS，，andrace／etllnicityweresimilarbetweenthe5．200  

SampJed unlinked donatjons and the13．198donation  
Samplcsinthclinked repositorylThesimilarityofthe  
SamPledsupplemelltaryrepOSitorysubsetandthelinked  
donationswasveri点edafterthesamplewasselected・   

Al．75－mLfrozenplasmatubefbreachselecteddona－  
tionwasacce＄Sed丘omthcrepositorybypersonnelatthe  
long－term・StOrage払cility（SeraCaret‡ioServices，Gaithers－  

burg，MD）．Each＄PeCimenwasaJiquotedintothreeO・5－mL  
Subaliquots（OneforB19DNAscreeningandtwofbrB19  
DNAcon丘mationand’＿quantitation）andoneO・25－mL  
aliquot（fbrantibodytesting）withrigorousprecau也onsto 
minimi21ethepossibilityofcross－Samplecontamination・  

PCRa＄Saydevelopment，ValtdatIon，and  
Perforrnancecharacteristic＄  

TheB19DNAassayusedinthisstudywasoriginal1ydevel－  
opedbyChironCorp．（Emeryville，CA）andsubsequendy  
refined through a collaboration between Chiron and 
BloodSystemsResearchInstitute（SanFrancisco，CA）・18  
The assayfbmatindudes a magnetic－bead Z319DNA  
CaPturCStePfollowedbyarealTtimePCRassaythattargetS  
theWlreg10nOftheB19genome・Ani［1temalcontrol，  
sharinghomologouspnmerreglOnSequenCeSbutwitha  
di仔ercn（internalprobebinding sequence as theviral  
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target．isincludedineachassaytube・B19DNAtargetand  
theinternalcolltrOlnucleicacidareampli丘edbythesame  
prlmer Pair but detected alld distinguished by  
fluorophore－tagged sequence－SpeCific probes．Five－  
hundredmicroliters offrozenplasma，thawed atroom  
temperature．wasvortexedandcentrifugedbrieflybefore  
the addidon of Lysis buffer，POly（T）－COupled magnetic  

beads（Seradym．Indianapolis，IN）．four viral capture  

primers（VSCPl．VSCP4，VSCP5．andVSCP7）withpoly仏）  
tai1，and20copleSOfinternalcontrol，Thepreparationwas  
vortexed forlOseconds andincubatedin a600C water  

bathfor20minutes，fbllowedbyincubationatroomtem－  
peraturefor15minutes．Thetubeswereplacedonamag－  

neticbaseforlOminutcsbcforetheliquidwasvacuum－  
aspirated．Thebeadswerewaslledoncewith1mLofwash  
bufrer（Procleix，Gen－Probe，SanDiego，CA）andtwicewith  

anotherwashbu鮎ー（（二hironNovartis，Emeryvi11e．CA）．  

A11captured target DNA丘om the O．5－mLinput  

plasmaandcapttlredspikedinterna］controIweresub－  
jectedtoamPli丘cation‘in asingle PCRprocedureand  
ampli丘cationaJlddetectionoccurredina96－Welloptical  

platewithdual－plexedThqManPCRtechnologyThqMan  
1000RxnPCRcorereagentswerepurchased打omApplied  

Biosystems（FosterCity；CA）・ThePCRmixwasprepared  
bymixinglOllLofBu鮎rA；1pLoftheenzymeuraCil－ル  
glycosylase（AmperaselRocheDiagnostics．lndianapolis．  
】Nl，Whichreduces contaminationbydegradingdUTP－  

COntainingamplicons良一OmpriorampliBcationreactions）；  

20uLofMgCl2；10llLofdATR dCTr！dGTf！anddUTP；  
0．5pLofAmplil払qGold；56pLofsteril－  

COnprOductswithnosubsequentmanlpulationofreac－  
tionweus；uSeOfdUTPandUNGineachassaytodestroy  
PreviousB19ampIiconsbeforeampliBcation；andsingle－  
usedisposablereactiontubesandplates・Segregatedlabo－  

ratories were used for sample accessionlng and  
preparation．preampl漬cation ta∫get－Capture，and reaト  

timePCR．  

Preliminaryassaydevelopmentworkusedaseriesof  
dilutionsoftheCBERparvoviruSB19DNAstandardto  
determinewheretosettheassaycuto抒aswellastoestiq  

mate the resultant assay analytic sensitivity. Figurel1 
Showsboxandwl－iskerpt9tSOftestingresultsfbr30rep－  
1icatesateachoffourdilutions（30，15．7．5．and3．75IU／  

mL）・Based on these studies．the assay cutoffwas  

establishedasfo］lows：aSpeCimenwasclassi丘edasreac－  
tiveifaslgnalwasdetectedatnotmorethan40cycles  
（CyClethresholdlCT】≦40），indeterminateifCTWaSmOre  

than40butnotmorethan45Iandnegativeiftherewasno  
Si訂laldetectedorifaCTWaSmOrethan45・Anapparent  
negativeresultwasinterpretedasinvalidiftheCTOfthe  
internalcontroIwasmorethan45．  

Because the chosen assay cutoff was designed to 
maximizeassaysensitivity，analgorithmwasdeveloped  
for航naltestinterpretationsoastoavoidclassifyingnon－  
SPeCi丘creactivityonasingleassayrunaSaCOn丘rmed－  

positiveresult（SeeFig．2）．Allinitial1ypositive，initially  

indeterminate．andinvalid specimenswere retestedin  
duplicatewithtwoseparateO．5－mLsubaliquotsonplates  

thatincluded quanIitativerun Standards．This testing  

izedwater；0．9llLeachoftwoampliGca－  40  

tionprlmerSatlOOpmolperPL（VSCP8，  
VSCP9）；andO．25pLofeachofthetwo  
probes at100pmoIper pI．（VSCPlO，  
VB－TM）per SamPle．One－hundred  
microlitersofthemixwasaddedtoeach  

Sampleinstead of the manufacturer－  
SuggeSted501LL persample．PCRwas  
performed with50cycles of950C for  
15secondsand600Cforlminute．after  

theinitialAmperase（500C fbr2min）  
andAmplil払qGoldac【ivation（950Cfor  
lOmin）．The DNÅwas ampli丘ed and  
detectedwith areaトtime PCR system  
（AB17500．AppliedBiosystems）．  

Featuresofthe assaysystemthat  
minimizeriskofspecimen－tO－SPeCimen  
CrOSS－COntamination of plasma or  
“carryover”amplicon contamination  

includc s］ngle－tube magnedc bead  
target－Capture andI）NA purification  

with the ChironIGen－ProbeLenhanced  

Semiautomated system，Single－tube  
ampli航cadon．andreal－timemonitoring  
O＝1uorescentprobebindjngtoampli－  

39  

38  

37  

36  

35  

ユ4  

33  

15  7．5  

B19DNAconcentration（lUImL）  

Flg・1．A鎚町V山id81ion乱nd＄electionoI8∬叩¢utO仔ba舵domrep11catete61hgof  

d仙Itlonso一山eCI柑Rp組n和ⅣhⅦ娼t19DNA8tandad．Thelmp11tper8mpli飼cadollWaS  

O．5mLTwofbtddllu（lonsorCBER－VaIldatcdt）L9DN▲s（8nddwcreruTtWtlh30  

陀pllc81e8ateadlCOmCentratlom．¶le＄t8nd如dwa8dillltedwlthp001edpl8＄mant聯一  

（Jvefbrt119DN＾＆ndR19＆ntJbodYIThey・田血represent8PCttCT．Thet・AXIsrepre－  

SentStI）9DN＾concentratlonperm111ititeroEp］a＄ma．TlletOPZLndt）OttOmWh王skers  

On仙eboxplolrep椚emt血e90血and10thpe冊ntlle8，托SpeCtkelyThetopo【仙e  

bqxrepresent5血e75山percentileandthebottomo一山eboxrepmemt＄仙e  

25血pe－Cemtile．Theline靂m81de血ebox托p椚ent8血emedi肌Ne伊仙epl孔8madi－  

quol£We托d細teぶted（dat8れ0＝hoⅥ11．Or204B19－megatiYepla鳥ma血Iql】0触，203  

yieldeJnegatlve＆SSayreSults（CT＞40）．OnenegatfvecontroIsampleampl組edat  

36．30CT．  
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withquantita【ivevaluesofOtolessthan20IUpermLas  
havingavalueoflessthan20IUpermL  

819PCR  

／   l  ＼  
CT＞45  40くCT≦45  CT≦40   

1  1  l  

NE6ATIVE  ］NDE：TERNllNATE  REACTIVE  

PCRtestingofstudyspecimens  

ImitialB19DNAtes血gwasperfbrmedinsinglicatewith  

One O．5－mLplasmaaliquot．Tbsting was performedin  

96－Wellmicrotiterplates．EachplatecontainedtwoknowIl  

positive，tWOblindednegative，andtwoblindedpositive  

COntrO）saswe11asupto90studyspecimens．AlIpositive  

COntrOIswerepreparedbythetestinglaboratory（BSRI）  

fromtheCBERparvoviruSB19DNAstandardandwere  
dilutedtocontain1001UpermLB19DN＾．TheknowI  

COntrOIs wcreintroducedinto cach tcst batch bythe  
testing iaboratory whereas the blinded contrds were 
introducedintoeachspecimenbatchbytherepo＄itory  
facilityRunSWereCOnSideredvalidifatleastoneofthe  
twoknoⅥlpOSitiveandoneofthetwoknqwnnegativei 
COntrOIsgaveavalid，eXpeCtedresult．Figure｛3showsthe  

llighconsistencyofassayperfofmanCeOntheknownand  
blindedpositivecontroIspecimensfor56screemngtest  
runSbasedonCT；theCTfbrtheknovmcontroIs（Fig．3A）  

WaS33．36±2．96andtheCrfbrtheblindedcontroIsatthe  

SameCOnCentEationwas34．09±2．71（Fig．3B）．Al1posi－  

tivecontroIsreactedwiththeexceptionof50fl12known  
positivecontroIswithinvalidresultsaLndlofl12blinded  
positivecontroIswithafhlse－negative†eSult・haddition，  

1100fl12negativecdntroIswerenegative．1gavean  
invalidresult，andlgaveanindeterminaterestdt．   

A11initiallypositive，indeterminate，andinvalidsped－  
mcnswerereruninduplicatewitIltWOSepaJ’ateSubaJi－  
quotsonplatestllatinc山dedquantitativerunStandards．  
BecauseoflimitatiollSOfspecimenvolume，thistesting  
Served bothas confirmationand as quantitation（See  
above）．  

1  

B19antlbodytesting  

AllconfirmedB19DNA－pOSitiveandindeterminatedona－  
donsweretestedforthepresenceofB19IgGandlgM  
antibodiesagainstarecombinantVP2proteinwithFm－  
1icerlSedtestki（＄（Biotrin，Dublin，Ireland）．Tbstingwas  

performedinsinglicatewiththeO．25－ml・Subaliquot・1f  
resultsFbuintotheequivocalzone．theassaywasrep叫ed  
insindicateandtherepeatresultwastakenastheoverall  
丘nalresultfbrthespecimen．   

Addidonally；tOdetermineIgGand【gMprevalencpin  
B19DNA－negativedonations，We伽stralldomiyselecteda  
subsetof520donatiorlSpeCimensfromthe5200dona－  
donsthathadbeenselcctcdforPCRtesting（SCCabovc）・  
ThissamplingoccurredbeforeobtainingthePCRresults  
Onthe5200donations．IgGantibodytestingwasper－  

formedon5050fthe520donations，5010fwhichwere  
Subsequendyfbumdto beB19DNA－negative・ForIgM  
amibodylduetokitavaild）ilityissuesIarandomsubsetof  
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CONFIRMATORYQUANTITATNETESTING，  
1nduplIcato   

rig．乙B19DNAte＄thg山gorilllm・  

SerVedbothascon丘rmationandasquamtitation．The丘nal  

interpretadonofthequalitativePCRassaywasbasedon  
theresultsofthethreeindividualassays（i．e．．theinitial  

SCreenhgassayandthedupLicaterepeatassays）・Speci二  
mensweredassifiedasJ319DNA－POSitivciEatleasttwoof  
three暮estsshowedreactivityataCrofnotmorethan40  
Cydesandindeterminateifatleasttwotestsshowedreac－  
tivityataGrofnotmorethan45，witholleOrbo叫ofthese  
Crvaluesmorcthan40，andnegativeifbothofthedupli－  
CaterepeataSSaySWerenegative．  

FordeterminingDN＾concentration，quantitativerun  

Standardswereplacedoneachplateinduplicate．ForcoLI一  

丘nnationandquantitationofinitialJyreactivespecimcns．  

＄t鱒Idards如mlOOOto31．25TUpermLIWereteStedin  

twofblddiLudons．forrepeattestingofindeterm血ateand  
inValidspecimens，Standardskom125to31．25IUpermL  
WerCteStedintwoEblddilutiomsto prev℃n（anycross－  
COntamination ofthe specimens打om high－tjter stan－  
dards．Quantitativere＄ult＄Weredetcminedbycomparing  

theCrofthespecimentotheCroftheknoⅥ1Standardson  

thesameteStrun．Theassignedquantitativevalueforeach  
SpeCimenwastheaverageofthetwoduplicatequantita－  
tiveassays（includingzerofbranegativetestresul（）・Speci－  

menswithlowGr（CTく30）weredilutedl：10andl：100and  

thenrunintriplicateateachdilution，andthequantitative  
result叩Sthemeanofthethreetestresultsatthemost  

appropTiatedilution．  
AndysisofadditionalreplicatesoftheCBERstandard  

（30－60replicatesperformedontwoblds寧rialdilutidns  
withconcentration＄Of30，15，7．5，3．75．1．88，andO．94IUI  

ml）established thatthc50pcrccntlimit o【dctcc仕on  

（LOD）oftheassaywasl．6IUpermL195％．confidence  

i中一erVal（CI】．l・2－2・1IU／mt）．andthe95perccntu）Dwas  

lt；．5IU、permL（95％CI．10．6－33・9IU／mIふTba1lowfbr山e 
possibilitythatquantitationmightnotbcpredseatthc  
lowerlimitsofdetection．wecategorizedaIIspecimens  
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20to＜102，102 to ＜103．and103to  
＜104IU／mL）by conducting a Fisher’s  

exacttest（SAS／ST〟r9．1．2004．SASIns（i－  

tute，Inc．）．We determined the50and  

95percentLODofourPCRassaywi山  
associated 95percent CI by probit 
analysiswithPCSASVbrsion8．2．  

Wb compared the distribution of  
demographic characteristics between  
donationgroups（i，e．，DNA，pOSitiveand  
DNA－negative donations）with chi－  
SquareStatistjcsor．fbrsmauce11sizes，  
eitherth 

9．1，SAS hlStitute，Inc．）or the Fisher－  

FreemalトHalton test（StatXactVbrsion  

6，2004．CytelSoftware Corp．．Cam－  
bridge，MA）・Thislattertestisagenerali一  

之ationoftheFisher－sexacttestfbr2by  
2，tOanr－by－CCOntingencytable．  

RESULJS  

Of the 5200 specimens originally  
Selected for DNA testlng，SCreenlng  
results were obtainedfor5020．Results  

Were nOt Obtained for180specimens  

thatwerepartoftworunSWhichfai1ed  
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間島3．（刃Controldlad：100IUpermLknowncomtroIs．Twoknomp（I扇tivecomtroIs  

Werehc］udedperruA．Thedat8PlotledwerecontroIsfor56plates，Whlchlndude＄  

107Ⅵ山d柁8uItsandexclude85lllYdtdnstllt＄（CTmeZLn±2SD＝33．36±2．96）．0））  

Contro）dl血：1007tJpeT，mLbIindedcontrol＄．TWot）lhdedpositivecontroIswere  

tmcludedperrundongwithtwot）llmddnega（ivecontro18（datanotshown）．nle  

dataplottdwereposltlⅥ！COmtml＄由一56plat亡8，Whlchlncludt！＄111va山dresdt8a皿d  

Onehlsかmegadve托さdl（qme孔n±2SD王≡34．09±2．71）．  

1940f3660fthesespecimensident拍edasIgG－pOSitive  

WereteSted．  

duetoeq111pmentprOblems．Therewere  
l13initi山Iyreactivespecimens（2．25％），  

26initiallyindeterminatespecimens（0．52％）’，56initially  

invalidspeCimens（l．12％），and4825negativespecimens．  
Aftcrretesting，430ftheinitial）yreactivespccimenscon一  
丘rmedaspositive，2werereclassi丘edasindeterminate．  
and68werereclassi鏑edasnegative．Fortheindeterminate  
ST）eCimens．1was reclassified aspositive，22remained  
indeterTninate，and3becamenegative．Allinitial1yinvalid  

SpeCimensretestedasnegative．   
SummarlZlngthescreenlngandretestingresults．we  

foundthat44specimens（0．88％）were DNA－pOSitive，5  
（0．10％）wereindeterminate．and4971（99．02％）were  

negative．In35（80％）ofthe con丘rmed－pOSitive speci－  
mens，allthreetestedreplicatesreactedinthePCRassay，  
DNAprevalencewaso．88percentwitha95percentCIof  
O・64tol．2percent．  

Figure4shows that the percentage ofconBrmed－  
positivespecimenswasinverselyrelatedtotheCTValue  
ObtairledontheinitialscreenlngteStrun．Specimensthat  
initial1yreactedataCTValueoflessthan37werecon一  
丘rmedaspositive86percentofthetime．whereasspecト  
menswithaCTValueofbetwcen37and40wcreconfirmcd  

16percentofthetime．   
1ねblelpresentsthequantitativeDNAlevcIsgrouped  

intofourcategoriesaswellastheantibodystatusofthe44  
B19DNAconfirmed－pOSitivedonations．ThemedianDNA  
levelforallofourconfinned－pOSitivedonorswas22．75tU   

Demographic＄  

Tllefollowlnginformationwasavai1ablefbreachdonation  
inthe RADARrepository：donorident脆cation number，  

ageattimeofdonation（CategOri2：edas≦25，26－35．36－45，  
46－55，56－65．≧66）．sex，raCe／ethnicity（Asian，blacknon－  

Hispanic，Hispanic．white non－Hispanic．other non－  

Hispanic），丘rsトtime orrepeatdonorstatus，education  
level（＜highschool，highschooldegree，SOmeCOllegeedu－  
Cation，COllegedegree，graduateorprofbssionaldegree）．  
historyoftranSfusion，thecenteratwhich山edonation  
WaSCOllec（ed．anddateofdonation（CategOdzedbycalen－  
daryearOfdonationorbyseason．i．e・，OCCumnginthe  
Winter，SPring，Summer．andfalJ）．  

Statistical analysis 

Wecalculatedthepropordonofdonationsthatwerecon－  
tirmedpositivebyPCRwithassociated95percentClas  
We11astheprevalenceofIgMandIgG（andtheir95％CI）in  
DNA－pOSitiveandDN＾－negativedonations．Weevaluated  
WhethertheprevalenceoflgMinDNA－pOSitivedonations  
VariedtasafunctionofB19DN＾1evel（CategOrizedas＜20，  
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l．24，l．30．andl．41percentofdonorsno（morethan25．26  
【o35．aLnd36to45years，reSpeCtively，Wereviremiccom－  
paredtoO．23，0，37．andO．00percentofdonors46to55，56  
to65，andmorethan65yearsold（p＝0．0008）．Further，  
1・85percentof丘rst－timedonorswereviremicco叩paLred  
to O．66peECent Ofrepeat donors（p＝0．007）．Although  
DNA prevalence es（imates appeared to be higher for  
Spring（l．14％）andsummer（1．18％）donationsthanfbrhll  
（0．44％）andwinter（0．67％）donations．（hesedifftrences  

didnotachievesigni丘canCe（p＝0・09）・Therewasnosig－  
mi伝cant aSSOCiation withgeographic region（based on  
CenterWherethedonationwasgiven），CalendaryeaLrOf  
donadon，SeX，raCC／ethIlicity，educationleveI．ortransfu－  
Sionbktory  

permL7Wenty－OneOf44specimenshadDNAlevcIsof  
le＄SthaJ1201UpermL（COnSerVativelydeterminedtobe  
thelowerlimitofquantitationoftheassay）．a11difwe  

consideronlythosedonorswhohadDNALevelsofmore  
than20IUpermL，thenthemedianDNAlevelforthese23  
donorswas105IUpermL（interquartiLerange，42－481IU／  
mL），Withthehighestvaluebeing1869rUpeEmL・Speci－  
menswi山reactivityontwoofthethreereplicateshad  
lowerDNAkvelsthanspeCimensreactiveonallthreerep－  
1icates（datanotshown）．   

AllB19 DNA connrmed－pOSitive donations had  
detectableB19IgGantibodylWhereasintlleCOntrOlgroup  
of501PeR－negadvedonors．IgGwaspreselltin73percent  
（95％Ct，68％－77％）．TgMalltibodywasdetectedin10B19  
DNAcon丘nllCd－pOSitivedonationsandwasassignedan  
equivocalstahlSin2additionalcases・IgMseroposit  
was aLSSOCiated with・increaslng DNÅ concentration  

（p＝0．0013）．The median DNAlevelforthelOIgM－  
positive donations was297IU per mL，and au three  
donorswithB19DNAtitersofmorethaLn103ItJpermL  
wereIgM－pOSitive・IgM、wasnotdetectedinanyof194  
DNA－negative．IgG－pOSitive donors（95％ Cl，0・00％－  

1．88％）．  

Donorswhowerenotmorethan45yearsoldwere  
morelikclytobeviremicthandonorsolderthaLn45yeafS：   

DISCUSS］ON   

htI止sstudyweappliedahighlysensitiveB19DNAassay  

to5020individualdonationstodeteminetheprevalence  
OfplasmaB19DNAindonorsfromsevendi丘brcntgeo－  
graphicareasoftheUnitedState＄uSingspecimenscol－  
lectedovera4－yearintervd．Wbbelievethistobethe  

larges（SuCh＄tudyperfbrmed onindividualdollations  
ratherthanOnlargepooIsofdonations，aSisroutineinthe  
Plasmamanufacturingsector．   

WbfoundthatthcprevaieflCeOfB19DN＾inplasma  
WaS O・88percen（with a 95percent Ct of O・64 to  
l．2percent．Ourdatacanbecomparedwithseveralrecent  
EtmpeamStudiesthatusedsomewhatlesssensitiveB19  
DNA assays・Thomas and coworkersJltested16．859  
BelgianblooddonorsinpooIsof60donationswithan  
assaywith95percentLODof96・61UpermLandfbunda  
B19DNAprevalenceofO・16percent・C弧dottiandcol－  
1eagues12testedl，000UKwhole－bloodandplateletdonors  
inmlmpOOIsoflOdonationspedmensandfbundapreva－  
1enceofO・9percentwithanestedPCRwitha95percent  
LODof25IUpermLthisprev血encewasverysihilarto  
thatFoundinourstudylPlentzandco11eagues8fbunda  
O．7percentpfevalencewithanassaywitha50percent  
lDD of60to80copleS Per mLwhcn retrospectively  
tesdngl．806bloodproductstranSfusedinallematology  
Ward．Incontrast．studie＄rePOrtedintheplasmamanu－  
facturingsectorl－aVerePOrtedmuchlowerprevalence・  
ran由【1g丘omO．008toO．04percent；itisnotablethatthese  
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KLEINMAN ETAL．  

StudiesusedNÅTassaysthatweredesignedto］acksensi－  
tlⅥtySOaStOOnlydetectunitsfromdonorsinthestageof  
acuteviremiawithDNAconcelltrationsofmorethanlO5  

0rlO61UpermL．19‾2J  

Thegenerallyacceptedunderstandingofthenatural  
historyofB19infectioninimmunocompetentindividuals  
SuChasblooddonorss（atesthatviremiaoccursapproxi－  

matelylweekaf（erinLもctionandpersistsinhightiterfor  
approximately5days．WiththedevelopmentoflgManti－  

bodyatapproximately12daysa魚erinfection（fbllowed  
WithindaysbyIgGantibody），viremialevelsdropprecipi－  
touslyandviremiausual1ydisappearswitllinweeks．22・23  
IgMantibodybecomesundetectableafterseveralmonths  
（althoughthisprecisedurationisunknown）butIgGper－  
Sistslongtermandisthoughttoconveyimmunitytorein－  
fection．AsavariatioI10fthisusualnaturalhistory．plasma  
viremiamaypersisthrmorethan6monthstoseveral  
yearsinsomecases，andrecentdatasuggestthatB19may  
persistinothertissuesites（e．g．．skin，SynOvia）foramuch  
longer period of timein a signiLicant percentage of  
individuals．J3．16・21  

Theantibodyfindir唱Sinourstudycanbeusedto  
assessthestageofviremiathatwedetectedinourB19  
DNA－POSitivedonors．WedidnotdetectanyB19DNA－  
positivedonorswholackedbothIgMandlgGantibody  
nordidwedetectanydonorswithaDNAconcentrationat  
OrabovelO50rlO6IUpermL，Whichwouldbecharacter－  
isticoftheseveral－dayintervalafterinfection．Giventhe  
lowrateofdetectionofhigh－titerDN＾inpreviousstudies，  

itisnotsurprlSLngthatwiththetestingof5020donations  
inthisstudy，Wedidnotdetectanysuchdonations．We  

alsodidnotdetectanydonorsinthcshortwindowperiod  
WhereIgM arltibodyis present butIgGis absent．We  
detectedlOdonorswhowerepositivefbrthepresenceof  
TgMandIgG（23％ofthe44B19DNA－pOSitivedonors）and  
anadditional2whowereIgM－equivocal．Thesedonors  
WerePrObablyinarelativelYearlystageofinfection．that  
is．withintllefifstseveralmonthsofacqulrlnginfection．  
ConsistentwiththeknownnaturalhistoryofB19infbc－  
tion，theIgM－pOSitive，DNA－pOSitivedonorshadhigher  
DNAlevelsthantheIgMTnegative．DNA－pOSitivedonors．  
We detected32DNA－pOSitive donors who wereIgG－  
positiveonly：280fthesehadDNAlevelsoflessthan1021U  
permL；themedianDNAlevelinthesedonors（asfbral144  
DNA－pOSitive donors）waslowerthanthat previously  
reported byotherinvestigators．Wt believe either that  
theseDNA－pOSitive．IgG－pOSitivedonorswereatthetai1  
endofresolvingtheirt主19viremiaorthatsomeofthese  
donorsmayhavehadvery－low－titerB19DNAthatper－  
Sistcdforlongerthanpredictcdbythestandardnatural  
Ilistorymodel．Futurelongitudinalstudieswillbeneeded  
todjstinguishthesepossibilities．The73percentpreva－  
lenceofB19TgG占eropositivityandthe］ 

bodyin our B19DNA－negative controldonors were  
CO11Sistentwi（hreportsinotherdonorcohorts．11・1235  
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B19infectionsareknowntooccurwithasprlngand  
SummerPrePOnderanceandtovarylnannualfrequency  
incyclesthatspanseveralyeaTS・25Inourstudy，theB19  
DNAprevalencewashigherinsprlngaJldsummerdona－  
tions・butdidnotachievesigniBcance・Thismaybedue  

tolimitationsinsamplesizeoralternativelytoouruseof  
ahigh1ysensitiveNÅrassaythatmayhaveallowedusto  
detect B19DNA－pOSitive donors fbr A relativelylong  
Period of time af【er acqllisition ofinfection，thereby  
maskingtheexpected【emporalfindings．Thesigni負cant  
association withyounger age（＜age46）may correlate  

withanincreasedtikelihoodofpossibleB19exposurein  
youngadultsfromcontactwithyoungchildrenorwitha  
lowerde伊CeOfsusceptibilityamongprcviouslyinfbctcd  
Olderadults・Firsトtimedonorsshowedhigherprevalence  
Ofviremiathanrepeatdonors，WhichmaylnPar（refkct  
the younger age distribution of6rst－time donors or  
maybedueto othcrunexplainedfhctors as has been  
Seenwith otherinfectious agents（e．g．，11umanimmu－  
nodeficiency viruS．hepadtisC viruS）in the donor  
population．26   

Thereal－timeB191もqManPCRassayusedinthis  
Study gave reproducible results on knoⅥlStandards，  

hadalowfai1edrunrate，gaVeaLowrateofinvalidspeci－  
mensduetointemalcontrolfailure，andshowednoevi－  

denceofsamplecross－COntamination．Furthermore，the  
assayhadahighanalyticsensitivityatthechosencutoff  
（50％LOD．l．6rU／mL；95％LOD．16．5IU／mL）．Although  

our choice of a relatively high G cutoff introduced 
nonspecificityoninitialtesting（presumab］ydue10nOn－  
SpeCific probe binding），Our COn丘rmatory algorithm  
minimizedfhlse－pOSitivercsultsbyrequlnngareaCtive  
resultonasecondaliquotsubjectedtothe餌11extractiotl，  
ampl娘cation，anddetectionprocedurebeforedesignaト  
ingthedonationascon伽medpositiveforthepresence  
ofB19DNA．  

＾tpresent，interventionsforpreventingB19transfuー  

Sion打om blood components have not beenimple－  

mentedinthevastmajorityofdevelopedcountries．due  
inparttotheprevai1ingviewthatbloodcomponentswith  
lowlevels of B19DNAwi1lnot traLISmit B19infection．  

Recentlyseveralauthorshavecitedtheneedforstudies  
to verify this hypothesis．‖・12The results of the study  

reportedinthisarticlehaveestablishedthatthereissuf一  
丘cientstatisticalpowertocarryoutsuchaB19tranSfu－  
SiontransmissionstudywiththereaトtimeB191払qMan  

PCRassaytotest・SpeCimensintheRADARrepository：  

ThisconclusionisbasedonthedemonstrateddonorB19  

DN＾preva）enceofO．88percentcombinedwithasu錦－  

CientnumberofB19－SuSCCPtiblerecipientsintheR＾DAR  
repository；thatis．weobservedthat22percentoftested  

RADARrecipientswereB19IgG－negativeontheirpre－  
transfusion specimen（data not shoⅥ1）．which was  

Simi1artothe27percentprevalenceoflgGseronegativity  
in tested donors・Weare nowactivelyengagedin per－  
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fbrmlng alinked B19traLrlSfusion transmissio11Study  
usingtheRADARrepositoryこ  
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別紙様式第2－1  

医薬品 研究報告 調査報告書  

総合機構処理欄  新医薬品等の区分  第一報入手日   報告日  
喜戟別番号・報告回数  

公表国   一般的名称  

Transfusion（UnitedStates）Oct2007馴）p1765－74  

販売名（企業名）－  米国  

ヒトパルボウイルスB19（B19V）は血液試料に多く認められるヒト病原体であり、主に呼吸器経路を介して伝播さ  使用上の注意記載状況・  

れる。B19Vは他のパルボウイルスよりも物理イヒ学的な処理に対する感受性が高いが、その理由は未だ明らかでは  その他参考事項等  

ない。  慎重投与の項  

・溶血性・失血性貧血の患者［ヒト パルボウイルスB19の感染を起こ  

す可能性を否定できない。感染し  
研                     た場合には、発熱と急激な貧血を  
究  るのであって、必ずしも感染性のあるウイルスの存在を証明しているわけではない。しかし、血柴分画製剤によ   伴う重篤な全身症状を起こすこと  
報  る伝播の一報告もある。  がある。〕  dニ ⊂コ の  
概  

者［ヒトパルボウイルスB19の感  

染を起こす可能性を否定できな  
要   

の感染性は低下し検出限界未満となり、既発表データと一致していた。  貧血を起こすことがある。］  

熱または低pHによるB19V不括化機序は、DNAを包むカブシドの分解ではなく、カブシドからのDNAの遊離による  
ものであることがわかったが、熱安定化剤としてクエン酸を用いるとB19VDNAはカブシドから遊離せず、感染性  
が維持される。   

ニング項目、不活化・除去工程ト・  
投与に際しては、次の点に十分注  

意すること。  

報告企業の意見  今後の対応   1）血膿分画製剤の現在の製造工程  

では、ヒトパルボウイルスB19等  
のウイルスを完全に不括化・除去          ヒトパルボウイルス B19 の不活化について   今後ともヒトパルボウイルスB19に関する血膿分画製剤の安全性に関する情報   

「60℃・10分」および「pH4・2時間」の2粂   に留意していく。   することが困難であるため、本剤   

件で評価したところ、感染性は検出限界未満  の投与によりその感染の可能性  

となり、既発表データと一致していたとの報  
を否定できないので、投与後の経 

告で、他のパルボウイルスに比べ不括化され  
過を十分に観察すること。  

妊婦、産婦、授乳姉専への投与の項   
やすいとも述べらている。  妊婦又は妊娠している可能性のある   

なお、弊社血東分画製剤は最終製品において核酸  婦人には治療上の有益性が危険性を   

増幅検査によりヒト／1ルポウイルスB19DNAが陰  上回ると判断される場合にのみ投与  

性であることを確認している。  
すること。［妊娠中の投与に関する  

安全性は短立していない。本剤の投  
与によりヒトパルボウイルス別9の  

感染の可能性を否定できない。感染  
した場合には胎児への障害（流産、  
胎児水腫、胎児死亡）が起こる可能  

†ある。〕   
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鰍番号・報告回数  報告日 
2。 

新医区分        厚生労働省処理柵   

一般的名称   人ハブトグロビン   公表国  

研究報告の  
VoxSanguinis2巴レ93‥34卜347  

イギリス   

販売牢  
公表状況  

（企業名）  

＜背景及び目的＞パルボウイルスは小さな非エンベロープのDNAウイルスで、ウイルス不活化処理に対して比較的抵抗性がある。最近       使用上の注意記載状況・その他参考事項等  

確経されたヒトパルボウイルスW4が、類縁のジェノタイプ2型ウイルス（W5）を含め、血泉分画製剤の製造に使用されたプ  
ール血掛こ混入していることが分かった。本報告ではW4が凝固因子製剤中に存在するのか否かを決定するための調査について述べ  1．慎重投与（次の患者には慎重に投与すること）  

る。  （4）溶血性・失血性貧血の患者〔ヒトパルボウイ  

研                               ＜材料及び方法＞過去30－35年間に製造された第Ⅷ因子製剤について払RV4及びB19シーケンスのスクリーニングを実施した。  ルスB19の感染を起こす可能性を否定できな   

究  い。感染した場合には，発熱と急激な貧血を  

。        伴う重篤な全身掛状を起こすことがある。〕  
報   

告  ルポウイルスB19 の感染を起こす可能性を否  

ト■   定できない。感染した場合には，持続性の巽   

喝  性であったのに対して、1990・2005年では2％（1／60）が陽性であった。  血を起こすことがある。〕   

痍  2．重要な基本的注意  

全性及びレシピエントヘの感染可能性の重要性は、故然不明である。   （l）略  

要   1）血妹分画製剤の現在の製造工程では、ヒト  

パルボウイルスB19等のウイルスを完全に不  

括化・除去することが困難であるため、本剤  

の投与によりその嘩染の可能性を否定できな  

いので、投与後の経過を十分に観察すること。  

報告企業の意見  今後の対応   
5．妊婦，産婦，授乳婦等への投与妊婦又は妊娠  

している可能性のある婦人には、治療上の有  
過去30～35年間に製造された第Ⅷ因子製剤からPARV4シークエンスが検出されたとの報告である。  PRV4 に関連する情報につ   益性が危険性を上回ると判断される場合にの  

pARV4が発見されたのは2005年であり、PARV4翠びその関連変異型であるPARV5の病原性は現時点では明らかで      いては、今後も注視するこ  み投与すること。〔妊娠中の投与に関する安全   
はない。今後も注意深くPRV4に関する追加情報をフォローする必要があると考える。  ととする。  性は確立していない。本剤の投与によりヒト  

パルボウイルスB19の感染の可能性を否定で  

きない。感染した場合には胎児への障害（流  

産，胎児水凰胎児死亡）が起こる可能性が  

ある。〕   

rト   
ハブトグロピン   
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◎2007TheAu紬0「（s】  

Jour＝∂lcomp軌ion◎2〔り78lackwe川P血托如in9し【d  
ml：仙川砧1423－0410．2抑7．∝貯79．x  

HLJmanParVOVirusPARV4indottingfaetorV＝coneentrates  

J．EFrγ亡r．AR．Hubbard仁［S．A．Baylis  

βJぬ加Or伽Jogy他【加0仙5机u托向rβわJ咽加J51md8r由ondCo油ロー8加ぐ厄加q50U納M血明飴拙作鮎（〃er抽／加わ涙釧6コロqU打  

BackgroundandOりectives Parvovirusesaresmallnon－enVelopedDNAviruSeS，  
relativelyresistanttoviruSina⊂dva也onprocedures．Therecentlyiden兢edhuman  
ParVOviruSPARV4，ineludingarelatedgenotype2viruS（alsotemedPARV5），has  

beenfbundtobeacontaminantofpooledplasmausedinthemanufh⊂血ー亡Ofplasma－  
derivedprodu亡tS．ThisreportdescribesaninvesdgadontodeterminewhetherW4  

ispresentin⊂lottingfhctorcon⊂entrateS．  

MaterialsandMethods FactorⅥⅠIconcentratesmanufacturedinthepast30－  

35yearswerescreenedfbrPÅRV4andhumanparvoviruSB19【B19V）sequeり⊂eS・  
ⅥralloadsinproductstestingpositivefbrPARV4werequantinedusingaconsensus  
TaqManassaydesignedtoahighlyconservedregion．DNAsequenceanalysiswa＄  

perfbrmedtocon如mthegenotypespresent．  

ResuJts Fromatotalof175lots offactorⅥⅡ⊂OnCentrate，280fthesecontahed  

PAJN4sequences，andiJltWOlotsbothgeno帥esland2werefbundtobepresent・  
Thehighestviralloadsobserved亡XCeeded105copiespermi．Them毎0rityoffhctor  
ⅥHeon⊂entrateSteSting・POSidvefbrnlRV4weremanufh⊂turedinthe1970sand  

1980s・HumanB19Vwasalsoa舟equentcontaminantoftheseprodu⊂tS・  

Condusions PARV4wasdetectedin16鴨OfhctorⅥⅡconcentrates，pardcularlyin  

Olderbat血es丘om也亡1970sand1980s．n亡Sign漁can⊂eht亡mSOf也evir由sa叫  
andpotentialtfanSmissiontorecipientsoftheseproduetsisnotyetknown．  

Keywords：ねctorVⅢ，g亡nOけpe，餌V4，MV5，paⅣ0血，血5COntamhado皿・  

メ・轟埼直需  

伽∝J咋dご～7Ap〟2α杭  

仔血相血中2α珂  

叩如2βJIJJy2α視  

p〟bJ励d抑伽亡2βA叩〟∫r～007  

inftedosum，aplas仕⊂Crisis，arthropathyandhydropsfttalis  
【2］．B19Visnormal1ytransmittedviatherespiratoryroute；  

血ow亡Vqけa鮎mぬion山500G⊂uIち也∫Oug血也ead皿山岳鵬血n  

ofcontadnatedbloodproduets弧dsolvent／dete呼nトtreated  

plasmaandcanresul‡incliJlicallyappatentinftction【3－6］■  

Since2004，Europeanregula也onshaverequiredthatmanu－  

fhcturersofcertainplasmaderivatives．includinganti－D  

iⅡ皿unOglobulinandplasmapooledandtreatedforviruS  
inacdvation，SCreenpOOledplasmaEbrB19Vbymudeicacid  
amp兢ca伽ntecbniques（NÅ几and血sha51edtoa托dudon  

inthel亡VモIsofB19Vpresehtinmanufactu血gstartpooIs【7l・  

NATscreeningfbrB19Vhasnowbeenwidelyimplemented  
bymanuね⊂b汀eTS．   

W亡havereeenQydemonstratedthepresen⊂eOfPARV4  
andarelatedvariant血（ternedPARV5），inpooledplasma  

Ⅶdh血eman止血托Ofpla5ma－de血dmedid血pmdu⊂b  

【8）．ThesevinBeSare丘・equendydetectediz14－5qbofthese  
pooIs鵬血Ⅵ血loadsof叩b106⊂叩i田permlorplasma・  

341  

129   

Introdu（：tion   

PALRV4wasoriginal1yidentihedinplasmafromapatientwith  

SymPtO皿SOfacuteViruSin鹿cdonb1lowinghigh－riskbehaviour  

forlmmanimmunode負⊂ien⊂yviruSl（打V－1）transmission，  

butsubsequen也ycon魚medtobeHⅣ－1nega也ve【1】．This  

PatientwasanintravenousdruguseT，inftctedwithhepadtis  

Bvims（Ⅰ也Ⅵ，W他arangeofsymptomsin亡1u血1g触gue，  
VOmitinganddiaTdlOea．SOrethroat，neCkstifhessandjoint  

pains・P吋logene6can山y5isshowedthat払RV4didnotdosdy  

rぢe皿bleo也erbownhu皿anOr弧im山paⅣ0血血封11．   

PaⅣ0ⅥmB19（B19Ⅵis血eproto帥eImmanpaⅣ0雨間  

in触血噌erythroid progenitor cdlsleadingto eryth亡ma  

Cb叩Ondence：S▲＾8aylb．DivisionofV血logYNationa＝n5titutefo（  

8io10gicafStandardsandControl．8（ancheLan亡．SouthMim  

He什brd如i陀帥630G．UK  

トmail：Sbay暮is＠nib父．犯Uk  
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Inthecaseofblooddonors，PARV4alldPARV5havebeen  

fbundinapproximately2％ofindividualsandatahigher  
触quenwin庄bdlepa丘en遠【9】．Sequen⊂eanalysis5how5  

thatPARV4andPARV5share～92qbnucleo8deidentityover  
a4860－bpregionflq】，Simi1artothelevelobseⅣedbetween  
B19V酢110帥61－3rlllttow出cb斑状V4shares－45鴨nucl亡－  

Oddeidentity．Attheamiqoa⊂idlevel，PARV4andPARV5  

SequenCeSaremO托COnS亡Ⅳed－and也isisespecially血ecase  

fbrthesecondopenreading如me（ORF2），en⊂Odingtheviral  

CaPSid－1ikeprotein，SuChthatPARV4andPARV5arelikely  
torepn5enta5ingleserot押亡【1¢】・n由s亡qu亡mC亡an山yち由bas  

l亡dto也亡prOpO5al也atnqRV4姐dW5shouldberef血・ed  
tobya血glと血5na皿ちMV4，⊂Ompdsinggenot押亡Sl  
and2（previouslyPARV5）・hthisstudy，Wehaveinvesdgated  
也epres亡n⊂eOrPARVヰgenotⅥ】ぢ1and2indottingねdor  

VⅢconcentrates．manufheturedoverthepast30－35years．  
Webav亡al＄OeXamin亡d血e5∈prOductsfbr也epresenc亡  
orB19V二  

Materials and methods 

FactorⅥⅡ亡OnCenhates   

CoagulationfictorⅥ丑⊂OnCeJltratePrOductsreceiv亡datthe  

Ⅳa也0由埴両軸t亡伽坤lo由⊂dSb皿血由弧dCon加1（NBSq  

werestoiedat4to－200CuJldlanaJysis．Atotalof175lotsof  
12飴疋tOrⅥⅡcon∝nhateprodu⊂也，蝕）m10manuねd肥田  

（namedA」），Wereim暇噂ated．Products示eremanufh⊂tured  

OVera30－td35－yearpdod，鵬也叩吋daksr姐gi喝  
between1974and2005・FactorⅥⅡproductdetai1sarefurther  

de虻dbedinTabl亡1．  

Nucleica⊂idextrac仕on   

Fa⊂tOrVm⊂OnCen申teswer亘reconstituted如steruedistilled   

Water aCCOrding to the nlanufaeturer●sinstruCtion5．Total   

nucleicacidwas extracted h・OmlmJofre⊂OnStituted  

COnCentrateusingtheMagNAPureLCinstrumen＝Rodle  
AppliedScience，Mannl1eim，Germaqy）andwaselutedin  

50lllasprevious＆described【7］．  

ScreeningforPARV4in魚．etor・VIⅡconeentrates  

FactorVmconceJltrateSWereinitiallyscreened forthe  
presenceofPARV4genotypeland2sequencesusinga  
g亡トbasedpolymerasedhainrea⊂tion（PCRJ，uSingp血IerS  

SpeCifictoORF20ffhRV4【9】・W亡havepreviouslycon負rmed  

thespeci鮎ityandsensitivityoftheseprimerstobeoneto10  

COpleSOr規V4s亡qu亡mCeS．mepr亡S亡nC亡OrnlRV4inhdor  

ⅥⅡcotlCentrateSWaSCOn鮎medbyDNAsequeneeanabrsis  

Ofampli如ationproduets・Ampliconswerepurihedusing  
theQIA王ⅩGelExtraetionkit（Qiagen，Hildem．Germany）．  

Sequen⊂ingwasperfbrnedu血gtheBigDy亡TtrminatorYl■l  

CydeSequencingⅢt（AppliedBiosystems．Warrington，UK），  

usingtheT7pTOZnOterP血erandthepUC／M13reverseprimer．  

Fo山owhg代皿OVdofd昨仕minato喝旧hg血亡D画2・O  

Spin紀t（Qi呼nI，S亡叩nCing托a⊂伽鮎W胱聖nOna皿戯Ⅰ  

3130ⅩLGeneticAnalyser伍ppliedBiosyst亡mS）．  

Quan仕丘亡a仕onofnlRV4imねdorⅥⅡ亡On亡en血te5  

Fduowing血仁山dalscreeningorね⊂tOrⅥⅡcon⊂e血aぬねr  

PARV4，Viral1oadsin saJnples testingposidve fbrthese  

ねbklD亡t亡CtionofPARV4and819Vjn向亡tOrⅥ＝亡On⊂en摘t亡S  

Nu汀Ib亡rOf  

叩itive】ot5吋PCR  
Produ吋  Numb亡rOr  

manuf如如廿 b画け血t亡lobt亡‡ted Puri触ti8npnIq旭  Ⅵ川Si巾歌仙at血  PARVヰ 819V  

H
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197ヰー1978 37  

1976－1977  2  

1976－1g78  5  

1977－1978  2  

19門－1980 55  

t98S  l  

198S  l  

1985－1987  8  

Pr∝坤庖tion  

P托dp細tion  

P代dpibtion  

P托dpね鮎n  

P陀⊂ip細雨n  

Pr∝ipitatjon  

P柁亡ipit摘on抑dadsorption  

Pr亡dpitatjonandadsorption  

Precipitation（pJusfurth亡rPUrification）  

仙no⊂lonalantib叫  

Mon∝lonal卸t伽中  

軸函南tion  

A捕れ和血m冊tOgr叩hY  

Non亡  

Non亡  

Non亡  

Non亡  

Nonさ  

DrYh亡at匝80C72h）  

W亡th亡at（h印un亡I（00℃20hI  

DIYh亡at（鎚OC．72h）  

§teamt托征m印t細い℃10hI  

触t亡u血ati呵∽OClOhI  

知h亡nt／det叩即t  

Dr恒心t（的OC．72h】  

知lv亡∩榊亡k呵机叫ka沌00q72hI  

Totatれumb亡rOf叩抽両面醐血r  

Ofbtst一方td   

3    23  

1  2   

3  5  

1  2  

1ヰ  9  

1  1  

1  1   

0  5   

3  4  

0  2  

0  7  

1  7  

0  2  

加Jt7S－・・7瑚持5   

1986  

19g7－2∝匝  

1998－2（氾2  

1999－2003  

200ト200S  

4
 
6
 
3
 
3
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1
 
 
1
 
 
1
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MV4inね⊂tOrVⅢ⊂O11CentrateS 343   

VhlSeS、Veredeternlilledu5itlgareaトtimePCRa55aydesigIled   

toahighlyconservedregionoFPARV4a5Previouslyde5Cdbed  
【9，10】・Th叩血1erSuSedi11thisassayaredirectedtowardsa   

regionoFORFZorPARVヰtllatislligl巾′COnSen・e（1beⅣe和   

仏etwogezlOtyPeS．Astalldard euⅣeWaSgeZleratedfrom   

plasmidDNAcontairlingthelO3－bpORF2PCRproduct．  

DetectionofB19VDNAinfactorVIrIconcentrates  

CoaguladonEhctorcon⊂enけateswereaddidonalレtestedfbrthe  

levdsofB19VDNAusinganin－housePCRassayaspreviously   
described（7l．ThisassaydetectsB19VgenobTpeSl－3．  

DNAsequencean山ysisofavarid）leregionof   
ORFlornlRV4   

Usingamu氾plesequencealignmentofnear仙1－1engthPARV4  

genomes（Gen8a止ac⊂e∬ionno・DQ873386－91＝10】，P血ers  

WeredesignedtoavariableregionofthePARV4genome．  

P靂imers MV〕5F（5′mCCmGGÅm⊂TCTCC郁C3つ  
and PARV596R（5’GGTAAGGCAAmGCACmGAGG31  
Weretuedtoamplib［a562－bpregionofORFlofPjuV4  
（亡On闇pOndington11⊂l亡0心dぴ317－8780日仏RV4g亡nOt叩亡  

1，G亡nBanka∝e∬ionno．Ar622943，andnudeoddes151－712  

PfnlRV4ge皿0けp亡2，Gel通a止a⊂CeSSiomno．DO873390】，  

fromextra⊂tedEhctorⅥⅡsamples．Ampli丘⊂ationrea⊂dons  

Wereperfbmedusingtheprooトreading亡nZymePhusionTN  

fIotStartDNAPolymeraSe（FinnzymesOY，Espoo，Finland）  

asdesedbedpreYiously［8】・Forthermalq′ding，aT3thermal  

Cy⊂1er（Biometra，G8ttingen，Germany）wasu5edwiththe  

R山ow血g町血咤⊂On心血m：980C払r30s∝On由，bnow亡d吋  

45qrelesof980CfbrlOse⊂Onds，590Cfor30se⊂Ondsand  

720Cfbr2Ose亡Onds・Ampliconswereanalysedbyagarose  

gelelectrophoresisandcomparedwithhownsizemarkers．  
A皿pli丘ca仕onpI℃du亡bw亡陀pudhedasb亡hR，andcloned  

intothepT7BllleVeetOraCeOrdingtothemanufhcturer’s  

instruCtions（Novagen，Darmstadt，Germany】．Sequencing  
WaSp亡血medaspreviou51ydesdb亡dandwa5an頓ed  
那加g也eGCG50氏wa托paCbg亡，VeBionlO・2田nive指呼Of  

Wisconsin，‘Madison，WI，USA）．Sequenees were align亡d  
usi喝ClustalWf12），andaneighbouT二joi血g加e（nudeotide  

曲tan亡eWi血J止臨－Ca血）r⊂0汀eC也on，paj川虫egapdde鮎n）  

Withbootstrapresampling（100replicates），WaSeOnStruCted  

鮎hgMEGA3so録Ⅳa托【13】．  

Res山b   

Cont血ationoffi⊂tOrVⅢconcentrateswith  

bumanp訂VO血ses  

Atotalof175lotsof12fhctorⅥⅡconcentrateproducts．  

打omlOmanuねc餌ー亡指－Were亡Xaminedbr也epr琶亡n⊂eOr  

PARV4andB19VDNAbyPCR．Theexpirydatesontheselots  

の
l
O
〓
0
」
¢
q
∈
⊃
Z
 
 

Fig・lPreval帥∝Ofparvo＞iru5缶蝕RVヰand819VinfactorV川  

COnC亡∩拍t亡SmanUね⊂tUredov亡rth叩a5t30－35yea且Th…Umb亡r  

Of10tSteStingpositiv亡forPARV4（⊂：コ】．819V（GZZ））．bothPARV4and  

819V（四）．andthosetestingnegatきVeforthesevi（uSeS（⊂コI  

areshown．  

ranged丘■0Ⅱ11974to2005．AsshowninThblel，16qb（28／  

175）orlotst亡Stedpos氾vefbrnlRV4，Wb鮎40％【70／175）or  

lotstestedpositivefbrB19VDNjLThem可0rityof魚ctorⅥⅡ  

produ⊂tSteS血gpositivefbrPAmDNAhadanexpirydate  

Ofpre－1990【23叫27／115）oflotsexpiring1974－1989te云ted  

pos氾vefbrPARV4，Whileonly2％（1／60）oflots亡XPiring  

1990－2005tested positiYe forPARV4DNA】fFig．1）．In  

COntraSt，therewasnosigniheantdif粍renceintheprevalence  

OfB19VinfhetorVⅢproductsexpiringpre－andpost－1990  

【45叫52／115）oflotsexpiriLlg1974－1989testedpositivefbr  

B19VIwhile30qb（18I60）oflotsexpiring1990－2005tested  

posidvefbrB19VD叫肝ig，り．   

PARV40RF2PCRproduetsa皿Pli鮎dbythegd－based  
ass叩WereSequ∽C鳴amd也em再Odけdeterminedtobeof  

馴geno一作亡2恥もIe礼Im帥0ぬdorⅥⅡprodu⊂也bo也  

PARV4genotypeland2sequenceswere amplined and  
SequenCed・ViralloadsofPARV4infhetorⅥⅡproductswere  

det亡血nedbyaconsⅦ5uSSequenCereaト也mePCRa55ay【9】，  

designedtodetectahighlyconservedregionofORF20f  

MV4・Ⅵ血load5ranged丘0皿＜100tomor亡仏祖3×105  

COpiespermiofproduet（Table2】，WiththemqiorityOf  

eontami由tedlotscontaiAmg4－5log18PARV4copie5perml  

Ofprodud肝ig・2l・n亡l∈VelsorB19Vw叩鮎hghノas  
2・5×10り仰山orproduct恥ble2）．   

Manuね血ringplasmapooIsrela血gtothesefhetorⅥⅡ  
produ⊂tSWereOnlyavailablefbrthemostrecenthctorⅥⅡ  

products・Fa⊂tOrⅥⅡprodu⊂tnunber28恥bIe2）bada力  

e叩卸dateof2003．andwasmanl血c加ed餌m加叩Ia5ma  
POOIs28Aand28B・Plasmapoo128AtestedposidveforPARV4  

gen吋pel】）NAbyP亡Rwi也a叫loadof3・3×10！ぐOpies  

permlofplasma，W旭epoo128Bt6t亡dn呼伽亡ねrbo血  
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