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番号1  医薬品  

医薬部外品 所究報告 調査報告書  
化粧品  

鰍番号・報告回数 報告日 新医薬品等の区分        厚生労働省処理欄  

①献血アルブミン一価f  公表国   

②献血アルブミン（5％）－Wf  中国  

③ノイアート  

一般的名称      ④ノイアート静注用1500単位  

⑤ハブトグロビン注－ヨシトミ   研究報告の  VeteTinaryScienceinChina  
⑥コンコエイトHT   公表状況   2007；37（11）：921－925   

①②人血清アルブミン  

販売名  

（企業名）  

⑥乾燥濃縮人血液凝固第Ⅷ因子   

文献中のヒトHBVのS辻伝子の配列に従って、ブタmVのS過伝子のための2つのプライマーを設計し合成した。ブタの肝臓と血清のサ  
ンプルを中国の畜殺場から集めた。次いで、RT－PCRを使らてS遺伝子を増幅し配列決定を行った。その結果、ブタとヒトのHBVのS遣  

使用上の注意記載状況・  

研  
その他参考事項等  

であることが分かった。それら粒子は、ヒトのmⅣ粒子と直径と形状が類似していた。陽性血清は、ELISA法によるHBVの表面抗原の存       代表としてノイアート（献血）の記載を示す。  
究  

報  （1）本剤の原材料となる献血者の血液について  

告  
は、HBs抗原、抗HCV抗体、抗HIV－1抗体、抗HI†－2  

抗体、抗HTLV－I抗体陰性で、かつALT（GPT）値で  

の  スクリーニングを実施している。更に、プールし  

概  
た試験血膿については、HIV－1、HBV及びHCVにつ  

いて核酸増幅検査（NAT）を実施し、適合した血  

要   紫を本剤の製廼に使用しているが、当該NATの検  

出限界以下のウイルスが混入している可能性が  

常に存在する。本剤は、以上の倹査に適合した血  
兼を原料として、Cobnの低温エタノール分画で得  

報告企業の意見  今後の対応   た画分から人アンチトロンビンⅠⅠⅠを濃縮一精製  

した製剤であり、ウイルス不括化・除去を目的と          中国の畜殺場から集めたブタの肝臓および血清からブタB型肝炎ウイルス、ブタ肝臓からE型肝炎ウイルスを検      本報告は本剤の安全性に   
出したとの報告であろ。  影響を与えないと考える   して、製造工程において60℃、10時間の液状加   

万一、ヘパリンの原料であるブタ小腸粘膜にKBVまたは肥Ⅴが混入したとしてもそれぞれPRVおよびPPVをモデルウ      ので、特段の措置はとらな   熱処理及びウイルス除去膜によるろ過処理を施   
イルスとしたウイルスバリデーション試験成練から、ヘパリンの製造工程において十分に不括化■除去されると      い。  しているが、投与に際しては、次の点に十分注意   

考えている。  すること。  

ヘパリン  
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屠宰猪肝和血清中乙型肝炎病毒及戊型肝炎  

病毒的栓測   

李丈骨1，3，合挽薄l，手薄猪Z，剋貴史2，刈利強1，李奔敏2，王英隼1，三億戌1  

（］．．中国東北大学功物医学院，北京100094；2．北京市盲牧尊医息姑，北京100107；  

3．云南衣並大学功物科学学院，云南昆明 650201）  

摘要：皮用1吋乙型肝え病卓（HBV）S星困保守区的引物，泉用PCR方法肌見辛猪肝、血清中腹例刻  

T HBV，序列分析ゑ明，ダ増月段お已及泉的HBVS基因錦岡源性高速98％～100％。も儀典染色希品娩  

蘇生東泉明，衣HもⅤ泉南長原ELISA薇判別日性及点的血清禅品千首雀有形悉、大小鳥人HBVDane承  

拉面小球状覇穀類似隠病卓粒子。針吋戊型肝炎病阜（HEV）ORF2／ORF3車重区汲オ了筒井引物，呆用巣  

丸RT－PCR耳鼻宰猪貯木血清希品逮布・了検潮。籍果泉明，部分居辛猪肝中存在HEV。  

美詮詞：猪；乙型肝炎病阜；戊型肝炎病阜；も成規客  

DetectionofswinehepatitisBviruSandEvirusesintheliver  

andseruminplgSinChina  

LIWen－guiユ・3，SHERui－pingl，WEIHai－taOZ，ZHAOJing－yi2，ⅠノIULi－qiangl，  

Ⅰ一ⅠⅩru－min2，WANGYingThual，WANGDe－Cheng一  

（1．CoヱJggど0′ViJど「わIdり′Medfぐi，le，Cんi，IαAgrf亡最ー以rαJ〔ふf℃er∫irッ，β～fノf〃glOOO94，Cムf，沌；2．J〃∫！加feo′β～よノわ‡g  

A，】iけtαJ打MねTldrッd7tdVg亡汀わIdrツ，月～fjfれglOOlO7，Cんわ氾；3．Co〃どggO′A最椚d Srfの汀＝れdTgぐんれOgOgツ．  

y祉花，ld刀Agrfr止l（化J抜！fwr∫恒．尺以〃mf，lg650201，C∧ムId）  

Abstract：Thestudy reported the presence ofswine hepatitis B（HBV）and E（HEV）virusesin the  

且verandserumin pigsinChina．TwoLprimersfor S gene of swine HBV w占re designed and synthesized  

iCCOrdingtosequencesoftheSgenesofhumanHBVintheliterature．Swineliverandserumsampleswere  

亡011ectedfrom a slalighter house．Swine S genes were amplifiedwith RT－PCR and sequenced．Results  

lhowedthatsequencesofSgenesofswineandhumanHBVvirusesshared98％－iOO％homology．Emis－  

dontransmissionelectronmicroscopyexaminationofHBV－pOSitiveserumrevealedpresenceofvirusparti－  

des40－20nmindiameter・TheseparticlesweresimilartohumanHBVparticlesintermsofbothdiame－  
Iersandshapes・ApositiveserumwasdefinedbythepresenceoftheHBVsurfaceantigenリSingtheELISA  
method．ResponsesinanestedRT－PCRassaytoapairofdegeneratedprimersdesignedfromORF2／ORF3  

0VerlappingregionindicatedpresenceofgenesequenceofHEVintheliver，butnotserum，insomepigs．   

Eeywords：SWine；hepatitisBviruS；hepatitisEvirus；electronmicroscopy  

噂肝DNA病毒科（Hepadnaviてidae）有正嗜肝  毒属包括鴨乙塑肝炎病毒、奄驚乙型肝炎病毒、雪雁  

DNA病毒属（Orthohepadnavirus）及禽英嗜肝  乙塾肝炎病毒等。速些病毒的共同特点カ：基因包  

DNA病毒属（Avihepadhavirus）2十属。正噂肝  快3．0～3．3kb，具有部分双任的帯状DNA，外有色  

DNA病毒属包括人乙型肝炎病毒（甲BV）、長塩英 膜，核心内有基因塩及病毒所端碍的特異DNA果  

昏肝病毒和噛歯功物噂肝病毒，禽英嗜肝DNA病 合醇。除病毒顕粒外，戸生大量的病毒包膜脂蛋白  

股搭日期：2007－06－11；彪回日期：2007－10－28  

基金項目：国家自然科学基金項目（30771588）  

作者筒介；李文貴（1973－）．男，云甫昆明人，排卵，博士生。余鋭浮力通訊作者、E－mail；Sheruiping＠126．com  
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j防ラ終収有碍窄的宿主渚，一般可致持鎮病毒感染，   

而■j粛絞明碗的噂肝性叩。資料表明，盲禽中也存   

在－↑嗜肝病毒群。自20世紀80年代以来，国内   

有三喘、－鴻、牛、羊、犬等功物検出乙肝病毒表面抗原  

（F王丑Ag）的据適度兄不鮮，井有分寓到英乙肝病毒   

的手踵：2‾り。2006年余鋭蒋等帥Ilコ庄用免疫包訳化   

学プ迭対北京、河南等地肉喋「屠幸猪肝的人乙型  

肝多額毒抗原逆行検知溜果友現人乙型肝炎病毒   

抗鳳栓出率高速73％～100％。  

銭型肝炎（HepatitisE．HE）是由戊型肝炎病毒  

（托ql中isEvirus，HEV・）感染引起的隻腕遭倖播  

的責姓病毒性肝炎，主要通達糞便金口侍播。我国  

是 モモ高度区，破列力戊肝友病和死亡所致灸済負   

担ゴ要折重釣国家之－。有学者肌カ，猪是HEV主  

要白勺官主，日本巳有因食用HEV汚染的猪肝寺致  

人感臣的稚道こ対戊肝］巨流行区肌事与猪相美唄亜  

人春判蘭層人群的研究表明，肌事与猪相美唄址者  

可土曽わHEV感染的夙陸。最近又炭現丁一些猪  

HEl感染人的証裾【J2，13］。息之，HB和HEFE重地  

威助字人美的健康，而人英病毒性肝炎的友病率逐  

在不断上升。功物，尤其長与人英美系十分密切的  

獲イ牢内的HBV和HEV帝毒情況如何，官椚与人的  

HB「J和HEV的同源性悪樺，都述不十分清楚こ本  

式墟庄用PCR抜犬，在原有研究的奉拙上，進一歩  

対屠事猪血清和肝的HBV S基因、HEV RNA逆  

行丁監測，井庄用免疫亀壊負染色技禾視察丁居辛  

猪血昔中的HBV。   

1 硝料与方法   

1．1 洋品  

屋宰猪肝、血液釆自北京市某肉躾「。  

1．ヱ 韓与試剤  

≠izol賂自北京普博欣生物科技公司汀毎腐、  

dNTP鈎自北京博大泰克公司；（）ligo（dT）、引物賄  

自上寿生工生物工程技木服弁有限公司；MMLV  

RevedraAce和RNA醇抑制剤カ・T（）Y（）B（）公司  

戸品；”C良quick柱式DNA凝庶回収斌剤食餌自  

新一た己、紅生物科琵有限公司；各神野制性内切酷、  

pN‖＝用－T萄体力大連宝生物工垂有限公司芦品。  

1．3 由3V的PCR栓測  

1・3－ ユ DNA及取 血清中DNA的提取；取猪血  

清 

Tris－RCl，PH8．0，5mmol／LEDTA，5g／1ノSl）S．  

20b r硝化蛋白醸K），55C消化5h，用酪一気信一昇  

戊醇韻提2～3次、取上清加1／10体釈3mol／L   

NaAc・再加人2・5倍体秋元水乙醇逆行坑淀，用  

700mIノⅠノ乙醇洗況淀1次，干燥后溶干2叫Ⅰ一天菌  

水中冬用。  

肝中DNA的提取‥取新鮮肝坦玖伝本称重釣  

1～2g，加液東研成粉末，取約20／mg加人DNA提  

取液（0．5mmol／Ⅰ一Tris－HCl．0．02moVI－EDTA，  

10g／LSr）S，0．01rnol／LNaCl．5boFlg／mlノ蛋白醸  

K）．42～48∫C■迂夜，用酪一気佑一昇戊醇法掟取DNA。  

1．3，2 PCR軒増 釆用計対HBV S基因保守区  

俊汁的引物（兄表1）逆行PCR軒増。PCR体系：  

10×PCR掌沖液2．5〃Ⅰノ！引物HBV－FP、HBV－RP  

各0．5fLL，200＿L！mOl／Ⅰ－dNTPs O．5FLIノ，T  

O・■5ドL（2・5U），加東菌水朴足至25〃L。訂増条  

件；94C頸変性4min；94C30s，58C30s，72C  

40s，30十循杯；72C延伸5min。干10g／L濠脂糖  

疑腹中屯泳，用凝股成像収双察、應相。   

表1用干検潮猪体内H月Ⅴ和HEV的引物  

T8blel Primers＋u5edindete亡tion of5Wine hepatitisB Yir旧  

andhepatitisEvirtは  

煽号  核警醒序列  戸物大′ト／bp  
No．  Nu亡IeotidモSequen亡e  Amplicon sile 

5’－G＾TGTGTCTGCGGCGTTTTA－3’  

5．TCTGAGGCCぐÅCT（ごCCAT＾GG－3’  

5’－G（、RGTGGTTTCTGGGGTG＾C－3′  

5’－CTGGGMYTGGTCTX：GCCAAG－3’  

5’－GYTGATTeTCAGぐCCTTCGC－31  

S’－GMYTGGTCTX：GCCA∧GHGGA－3’  

HBV－FPこ  

HBVLRP  

HE164FI  

HE164RI  

HE137F2  

HE137R2  

1．3．3 PCRja：物的見隆和魂序 釆用NCRquick  

柱式DNA凝股回牧斌剤全回収軒増片段，蒋其克  

軽重pMn18－T載体，盤定后送北京奥科生物公司  
測序．用r）NAman（version5．2．2，ⅠノynnOn biosoft）  

分析測序隼果。2扮送測片段編号分別カSHBV  

bil、SHBV＿bi2。  

1．ヰ 免疫亀嵩負染色樺品的制音  

取HBV表面抗原ELISA橙測温附佐和HBV  

PCR検潮階位反庄的血清樺品．4000r／min寓心  

30min、取上清液，加入遺産稀帝的坑HBV単克隆  

抗体，4三C連夜；低温15000r／叫in寓心1h，奔上清  

液；用少量PBS稀帝況淀；吸取少量愚液手桶岡上，  

用10g／L酪酸幼魚染后，屯境現察。  

1．5 

按Trizol一法提取息RNA。用7noue等rlt二役汁  

的巣式PCR引物（見表1）逆行RT－PCR。逆韓泉  

体系：5×逆零景援沖液6〝し20mmol／Ⅰノ（）1igo  

（dT）0，5FLI一，10mmol／LdNTP2FLl・・MMLV（1bO  
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U／flIJ）1flI・，DEPC水6FLI・，RNA酪抑制剤1FLI・；  

RNA生70C変性5min，迅速畳干氷上10min，取  

14〃L作力模板。混句后42℃1h，95C5min，取  

4pIJ戸物作力模板逆行PCR。PCR体系‥10×PCR  

援沖液2．5J止，20mmol／Iノ引物 HE164Fl、  

HE164Rl各0．5fiし200fimOl／ⅠノdNTPO：5flL，  

n叩酪0．5〃L（2・5U），加欠菌水朴足至25ドⅠノ。按  

文献［14］逆行訂増，第1給折増結束后，取2ドL作  

力模板進行第Z籠折増。最后干20g／L蘇脂糖凝  

庶中亀泳，用凝脛成像仮親秦、照相。   

2 要吉果   

2．1S王Ⅰ8V桧測  

2．1．1 PCR検潮 仇居辛猪肝、血清中提取  

DNA，・庄用HBVS基因区引物逆行PCRgL増，狭  

禅的戸物大バ、釣カ300bp，与預期的片段大小相符  

（兄田1）。  

2．1．2 PCRjt物的測序盤皐 対SHBV＿bjl、SH－  

BV＿bi2片段逆行測序，結果友現，所訂増区域与  

GenBank中HBV毒株的同源性迭100％。丙片段  

序列収在第519、520位破基存在差昇（兄国2）。 

2・1・3 

的密集排列的病毒祥粒子，病毒粒子表面可見明虚  

的表面蛋白顆粒，但未現察到管状顧粒。根据大小  

不同，迭些病毒祥粒子主要可分カ2和英型，－和宣  

径カ40nm左右（国3知箭共所示），与人英HBV  

的Dane顆粒相英似；男一神童雀カ20nm左右（国  

3租箭共所示），英似千人英HBV的小球状粒子。  

1 2ノ 3．′、4 き 6，7．虹  

2α沿hp  

5（氾ムp   

250もp  

・100hp  

rノ汁ヽ   

圃1猪血清和肝中IIBVS基因ヤCR戸物的亀詠彗果  

Fig．1 EIectrophor鰭is of仙e PCR－ampliried Sgene orIⅧV  

rromp（〉r⊂ineliYer5amdsera  

M！DNA分子盾手癖准；l：折性吋虔；2－4；血清祥品；5－7：肝梓品  

MまDL2000I）NAMarker；l；NegativeconlrOl；2－4＝SerumSamPles；  

5－7；Ⅰ．iver＄amPles  

打BV（Ⅹ04615） GATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATATTCCTCTTCATCCTGmGmATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTACCA＾GGTATG17GCCCGTTTGT  

S用】Y＿bjl  

St岱Y＿bj2  

HBY（xo4615） CCTCTACTTCC＾GGAAC＾TCAACTACCAGC∧CGGGACCATGCiGA灯GCACGATTCCTQCTCAAG6AACCTCTATGmCCCTCTTGTl．GCTGT＾CAA  

Sl旧V＿bjl  

SHBV＿bj2  

耶V（Ⅹ04615） 仙CCTTCGGACGGAAACTGC＾CTTGT＾TTCCC＾TCCCATC∧TCCTGGGCTTTCGC＾＾GATTCCT＾TGGC＾G血GCCTC＾G  

SHBY＿bjl  

SHBV＿bj2  

陶2 折増片段与HBVXOヰ‘15株序列的同源性比較  

Fig・Z tlomo）ogouscDmparisonortheamplifiedSgeneofHBVwiththept，blishedSgeneof且BVXO↓615strain  

2．2ⅠIEV的RT－PCR折増  

生2乾軒増后，仇部分猪肝坦玖中計増到1条  

約137bp的戸物帝，与所期片段大小相符（見園4）。  

1  Z  3  4  M  

20（X‖－P  

l00Obp  

500hp  

霊ObF  
l駒bp  

国一屠婁猪肝HEV的巣式RT－PCR亀泳皆果  

Fig．4 El∝trOphoresisofthenestedRT－PCR－amPJifiedfrag－  

mentofZIEVfromporcinelivers  

M＝DNA分子届書林准；l、2‥茅l給ダ増籍果；3、4一幕2鎗析増嬉泉  

M：DL2000r）NA Marker；l，2：Products or†he Tirst PCR；3．4＝Pro－  

duct50F the se亡Orld P（二R   

圏3 亀舌下視察到的猪乙肝病毒顆粒  

Fig・3 －po托ine艮BVpartid鴨OkeⅣdbyTEM  
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猪場周囲的汚水中能検潮到HEV的存在〔1叫。曹   

海俊等〔柑】対新江地区飢事生猪居辛和錆膏的堺並   

人群的HEV感染情況逆行了調査，貧果足示，新江  

省仇事生猪居辛和硝倭人群的相性率カ77．25％，   

透通高子1992年全国13十省市HE血清施行病学   

渦査的1～59歩人口HEV阿性率（17．2％）。逐有   

振遺表明，我国4月齢以上的療血清抗体阿性率平   

均カ40％，而猪伺、界員的血清抗体阻性率高速   

100％；泰国3月鈴以上的猪阿性率カ9％～20％i   

其伺赤貝的相性率カ71％。上述研究隼異説明，人   

的HE阿性検出率与仇事和猪接触的相美唄址有一   

定的英系，也説明HE是一和人尊互侍病。  

Meng【呵曹在不同月齢的猪血清中検潮出T   

HEVRNA，国内外述未見有屠事猪肝HEVRNA   

的検出叔遣。本う式造成用RT－PCR方法飢居辛猪   

肝中gL増出了HEVRNA，説明居辛猪肝中也存在   

HEVRNA。本英弛室走去的研究堵果表明，在居   

辛猪肝中HEV相美抗原野田性検出率高迭95％～  

100％，速草根億得注意的何題，国力肌公共丑生的   

角度来看，居辛猪己象迭人到丁猪肉品生戸儲的末   

端。鼻然逐没有肌猪胴体肉中栓測到HEV的推   

道，但肝中HEV相美抗原的阿性栓出率如此之高，   

売疑会対人英健康稗成潜在的威跡。因此，電着建   

淡在居辛猪検疫中将HEV列人検潮項目。  
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3 村捻   

子・1美干猪乙肝病毒  

美子功物乙肝病毒的検潮，国内己有一些推遭，  

但有美居辛猪体内乙肝病毒的栓測鮮有線遣【lさコ。  

本式詮在迂去視察研究的基咄上，庄用PCR妓木和  

透射屯憶技木対居辛猪申清和肝中HBV抗原逆行  

了栓凱屯領負染色樺品姐寮索東表明，在HBV  

表面抗原寧LISA検潮轟帝政葬儀申血滞祥晶中存  

Iフ■‘1ん 在有形忍ヾ大串鋤薄煎抱哀感離頼球状顆粒  

相似的療養粒子。壷ぺ日射喪章者血清中一般以  
小球状額粒対立，Pnae瀕鱒敏少減車斌姶双察鰭  

果来着，在屯碗加奈的灸染色洋品中Dnae薪粒井  
不少（兄周3）。  

目前，国外尚未見寄食●HBV的相美推進，国内  

現有的研究多釆用HBV栓測試剣道行血帝掠志物  

和相美抗原的栓測，也有人対英形奄和S区基因等  

逆行丁研究，但対干功物的HBV分子病毒学及其  

致病性、与人HBV之向的美系等的研究逐根少。  

本式金成用HBVS区引物飢屠宰猪血清、肝中栓  

測出了預期片段，序列分析培果表明，与HBV同源  

性高迭98％～100％。塵然本式稔所測片段収占  

HBV全基因盟約9タ‘左右，但迭至少在一定程度上  

説明丁猪HBV与人HBV有校高的同源性。  

一般玖カ，盲禽乙肝病毒対人没有致病性，但対  

功物是否有致病性，登内美食晶達人人体后是否可  

以引起相成的免疫底答，現在尚未可知。我国釣有  

1．2伍人力乙肝病毒携帯者，速ゑ高的感染率是香  

寺首禽乙肝病毒有某坤鱒系，速十何題値得逆一歩  

研究。  

由子HBV至今克法体外培弄，且宿主蒐周非  

常狭窄，尚没有合通約小型功物作力功物模型供病  

原、友病机理、皮革郵治庁世帯物箪研究，加之道徳  

等原臥非人農鱒準吻模塾埠便頼義到丁限緋l－。  

畜禽乙肝癖奉由拳魂不敏蒋頚唾肝癌専科増加新約  

成員池必将封嗜癖病琴的奉痕、軍船、詩境性感染、  

友病机理、痩健猿垂睦麻細胞癌起源等方面的研究  

捷供研究対象。∴  

3．ユ 美子戊肝病毒  
碓多研究結果表明，HE是一和人盲共急病，生  

口感染，猪是重要的備存宿主。日本、印度等国家己  

炭生多起因食用未煮熟的猪肝和猪肉而引起人感染  

HEV的撮遭，日本、英国的研尭表明，与猪接触的  

取亜人群的血清坑HEV抗体高干非戦並人群，在  
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食肉処理したブタの肝臓および血清中における  

B型肝炎ウイルスおよびE型肝炎ウイルス検査   

へパドナウイルス科（Hepadnaviridae）はオルトへパドナウイルス属  

（OrthohepadnaviruS）とトリへパドナウイルス属（血ihepadnaviruS）の2属に分類される。  

オルトへパドナウイルス属にはと卜B型肝炎ウイルス（HBV）、霊長類へパドナウイル  

ス、げっ歯類へパドナウイルスがあり、トリへパドナウイルスにはアヒルB型肝炎ウ  

イルス、アオサギB型肝炎ウイルス、ハクガンB型肝炎ウイルスなどがある。これ  

らのウイルスは、ゲノム全長が3．0～3，3kbであること、一部に環状二重鎖DNA構造  

をとること、外側にエンベロープを有すること、またコア内部にゲノムおよびウイル  

スにコードされた特殊なDNAポリメラーゼを有することを共通の特徴とする。ウイ  

ルス粒子以外にも大量のウイルス外皮タンパク粒子を生成し、宿主域は極めて狭く、  

通常、ウイルスの持続感染を引き起こし明らかな肝向性を有する（1）。データによれば  

禽獣においても肝向性ウイルス群の存在が確認されている。1980年代以降、中国にお  

いてブタ、ニワトリ、ウシ、ヒツジ、イヌなどの動物のB型肝炎ウイルス表面抗原  

（HBsAg）検出に関する報告が多くなり、各種B型肝炎ウイルスの分離が報告されるよ  

うになった（2～9）。一2006年、余鋭洋（10、11）らは免疫組織化学法を応用し、北京、河南など  

の食肉生産連合において豚の食肉処理およびその肝臓の解体に従事する人員のB型  

肝炎ウイルス抗原検査を実施した結果、B型肝炎ウイルス抗原の検出率は実に73～  

100％という高率に達することが明らかになった。   

E型肝炎（HepatitisE，HりはE型肝炎ウイルス（HepatitisEviruS，HEY）感染により引き  

起こされ、腸を経由して伝播される急性ウイルス性肝炎であり、主要な伝播経路は排  

泄物を介した経口感染である。中国はHE高発症地域であり、E型肝炎の発症および  

E型肝炎でめ死亡により引き起こされる経済的負担が最も深刻な国の1つに数えられ  

ている。ブタがHEVの主要な宿主であると提唱する学者も存在し、日本においては  
IiEVに汚染された食用ブタの肝臓からヒトへの感染が報告されている。E型肝炎非流  

行地域におけるブタに関連する職業の従事者群と対照群の研究セは、ブタに関連する  
職業の従事者にHEV感染リスクの上昇が認吟られた。さらに、近年ではブタHEVの  

ヒトヘの感染を示す複数の証拠が発見されている（12、13）。つまり、HBおよびHEはヒ  

トの健康に深刻な脅威を与える疾患であり、ヒトのウイルス性肝炎甲発症率は今なお  

上昇し続けている。動物、とりわけヒトとの関係が緊密なブタ体内のHBVおよびHEV  

保有状況、ブタHI∋Ⅴ、HEVとヒトH玉V、HEVの相同性などについては未だ明らか  

にされていない部分が多い。本試験では既存の研究を基礎とし、PCR技術を応用し、  

食肉処理したブタの血清および肝臓のHBVS遺伝子、KEVRNAに対しさらなる検査  

を行うとともに、免疫電子顕微鏡を用いたネガティブ染色法にて食肉処理したブタ血  

清中のHBVの観察を行った。  

1材料および方法  
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1．1サンプル   

食肉処理したブタの肝臓および血液は、北京の某食肉生産連合にて採集を行った。  

1．2 酵素および試薬   

取kolは北京普博欣生物科学技術公司より購入した。7わヴ酵素、dNTPは北京博大泰  

克公司より購入した。01igo（dT）、プライマーは上海生工生物工程科学技術サービス有  

限公司より購入した。MMLVR6vertraAcqおよびRNA酵素阻害剤はTOYOBO社（東  

洋紡）の製品とした。NCRquickカラム式DNAゲル回収試薬キットは新長江生物科技  

有限公司より購入した。各種制限酵素、PMD18－Tキャリヤ⊥は大連宝生物工程有限  

公司の製品とした。  

1‘3 SHBVのPCR検査  

1．3．1DNA抽出 血清中のDNA抽出：ブタの血液10quLを採取し、TES分解液  

30qFLI・（10mmoVLTdsJHCl、pH8．0、．5mmoVLEDTA、SDS5grLプロティナーゼK  

2qOm釘り中に加え、55℃下にて5時間消化を行い、フェノールークロロフォルムーイソ  

アミルアルコールを用いて2′Y3回抽出を行った。その後、上澄みを採取し1／10体積  

の3ふ0軋N乱Acおよび2．5倍体積の琴水エチルアルコールを順次加冬て沈殿を行い、  

エチルアルコール700mULを用いて沈殿を1回洗浄し、乾煉後に滅菌水2伽L中に溶  
解し保存した。   

肝臓中のDNA抽出‥新鮮な肝臓組織標本約1～享gを秤量・レ、腋体窒素を加えて粉  

末状にしたものを、約20mg採取してDNA抽出液（0．5mmol／L取is－H（：1、0．02mol几EDTA、  

＄ 

「晩静直した。その後、フ土ノールークロロフォルムイソアミルアルコールを用いて  

DNA 

1」3．2 PCRによる増幅 H丑VS遺伝子保存便域をターゲットと 

イマー（奉1を参照のこと）を用いてPCRによる増幅を行った。PCRシステムニ10×PCR  

緩衝液2・5FLL、プライマーHBVIFPこHBV・甲各0・5FLL、20qumol几dN叩sO・5kL、乃q  

酵衰0．如叫2．5U）に滅菌水を加え2如Lとした。増幅条件：舛℃下にて4分間予廟変性  

を行った後、94℃下にて30秒、58℃下にて30秒、72℃下にて40秒の変性を3dサイ  

クル行った。さらに72℃下にて5分間伸張を行い、アガロースゲル1吋L中にて電気  

泳動を行い、ゲルイメージングシステムを用いて観察および画像の記録を行った。  

1．33 PCR生成物のクローンおよびシークエンシング NCRquickカラム式DNAゲ  

ル回収試筆キットを用いて回収した増幅断片のクローンをpMD18－Tキャリヤーに吸  

着させ、評定を行った後、北京奥科生物公司に送付してシークキンシングを行い、  

Dmian（VerSion5∴2・？、I・ynnPnbiosoft）を鱒いてシークエシシング結果に対する分析を  

行った。嘩嘩断片2サンプルの番号はそ′れぞれSHB明1、S鱒Ⅴ劫2とした。  
1．4 免疫電子顕微鏡を用いたネガティプ染色サンプルの調製 
ELISA法にてHBVの表現抗原に強陽性を示す血清サンプル串よびHBVPCR検査  

にて陽性反応を示す血清サンプルを採取し、4000〟分にて30分間遠心分離を行い、上  
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澄みを採取した後、適切に希釈を行った抗HI主V単クローン抗体中に加え、4℃下にて  

一晩静置した。その後、低温下において15000r／minにて1時間遠心分離を行い、上澄  

みを廃棄し、少量のPBSを用いて沈殿の希釈を行った。少量の懸濁液を鋼メッシュに  

吸着させ、ウラニルアセテート10釘Lを用いてネガティブ痍色を行った後、電子顕微  

鏡による観察を行った。  

1．5 ネステッドPCR法を用いたHEVRNAの検出   

nizol法に照らして総RNAを抽出した。Inoueら（11）の設計によるネステッドPCR  

プライマ㌦（表1を参照のこと）を用いてRTPCRを行った。逆転写システム：5×・逆転  

写緩衝液6uL、20mmol几 01igo（dT）0・5FLL、10mmol几dNTP2FLL、MMLV（100U小L）1FLL、  

DEPC水6FLL、RNA酵素阻害剤1FLLとした070℃下にて5分間変性を行ったRNAを  

採取し、速やかに氷上た10分間静置した後、採取した生成物1叫Lをテンプレートと  

した。さらに42℃下にて1時間、95℃下にて5分間混合し、、得られた生成物叫Lを  

テンプレートとしてPCRを行った。PCRシステム：10×PCR緩衝液2・5FLL20mmol／L  

／ プライマゝ一H別64Fl、HE164Rl各0・5〃L、20叫mol几dN叩0．5〝L、乃曾酵素0．卸町2．5U）  

に滅菌水を加え、25／止とした。文献【14】に照らして増幅を行い、第1サイクルの増幅  

終了後にみLを採取し、これを第2サイクルの増幅におけるテンプレートとした。最  

後にアガロースゲル20釘L中にて電気泳動を行い、ゲルイメ⊥ジングシステムを用い  

て観察および画像の記録を行った。  

2 結果  

2．1．5Ⅰ‡BV検査  

2．1．，1PCR検査 食肉処理したブタの肝臓、血清中よりDNAを抽出し、HBVS遺伝  

子領域のプライマーを用いてPCRによる増幅を行った結果、獲得された生成物のサ  

イズは300bpであり＼予測断片のサイズと近似するものであった（図1を参照のこと）。  

2・1・2 PCR生成物のシークエンシング結果 SHBV」句1、SHBV＿切2の各断片に対する  

シークエンシングを行った結果、 

ウイルス株の相同性は100％に達することが明らかになった。両断片の序列はわずか  

に519、520位の塩基に差異が認められるのみであった（図2を参照のこと）。  

2．1．3 電子顕微鏡による観察 血清のネガティプ染色サンプルに大量かつ密集した  

配列のウイルス様粒子が観察され、ウイルス粒子表面には鮮明な表面タンパク粒子が  

認められたものの、管状粒子は認められなかった。これらウイルスはそのサイズに基  

づき2種類に分けることができ、うち一方は、直径が約40nm（図3中、細矢印にて表  

示）であり、ヒトHBVのDane粒子と類似する。もう一方は直径約20nm（図3中、太  

矢印にて表示）であり、ヒトHBVの小球状粒子と類似する。  

2．2 HEVのRTPCRによる増幅   

2サイクルの増幅を行いこブタの一部肝臓組織中より増幅された約137bpの帯状生  

成物のサイズは予測断片サイズと一致するものであった（図4を参照のこと）。  
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3 考察  

3．1ブタのB型肝炎ウイルスについて   

動物のB型肝炎ウイルスの検出については中国においても複数の報告がされてい  

るが、食肉処理したブタ体内のB型肝炎ウイルスの検出に関する報告は稀有なケース  

である（15）。本試験では既存の研究を基礎としつつ、PCR技術および透過電子顕微鏡技  

術を応用し、食肉処理したブタの血清および肝臓中のⅠ堰V抗原に対する検査を行っ  

た。電子顕微鏡を用いてネガティブ染色サンプルを観察した結果、ELISA法にてHBV  

の表現抗原た強陽性を示す血清サンプルに、ヒトHBVのDane粒子および小球状粒子  

に形愚およびサイズの類似するウイルス粒子の存在が認められた。ヒトロBVキャリ  

アの血清中においては、通常、小球状粒子が多数を占め、Dane粒子は少数であるが、  

本試験では電子顕微鏡による観察を行ったネガティブ染色サンプル中に数多くの  

Dan云粒子が存在する結果となった（図3を参照のこと）。   

現在、海外において禽獣のH丑Ⅴに関する報告はなく、中国においてはHBV検査試 

薬を用いた血清マーカーおよび関連抗原の検査、ならびにウイルスの形態および遷伝  
子のS顔域などに対する研究に従事する研究者は存在するものの、動物のmVに対  

する分子ウイルス学およびその病原性に関する研究、ヒトのHBVとの関連性に関す  

る研究は非常に少ない。本試験においてHI∋V S鏡域のプライマーを用いてブタの血  

清および肝臓中より予測断片を検出し、シークエンシング分析を行った結果、mV  

の相同性は実に98～100％に達することが明らかになった。本試琴において検出を行  

った断片の占める割合はHBV全遺伝子の約9％に過ぎないが、少なくとも一定レベル  

におしゝてブタHBVとヒトHBVか高い相同性を有することを証明した。   

一般的には、禽獣のB型肝炎ウイルスはヒトに対する病原性を持たないと認識され  

ているが、動物に対する病原性の有無、ならびに食肉および食肉加工製品を介して人  

体に摂取された後にこれに対する免疫反応を引き起こす可能性の有無については、現  

／∴ 在もなお不明である。中国にば、、1．2億人のB型肝炎キャリアが存在すると見られ、こ  
の高い感染率に禽獣のB型肝炎ウイルスが何らかの関連を持うか否かについては、今  

後さらに研究を進める価値がある。   

垂vは現在においても体外での培養が不可能であり、また宿主領域が極めて狭い  

ことから、適切な小型動物を動物モデルとした病原、発症機序、ワクチンおよび治療  

薬に対する研究はなく、さらに倫理的理由からヒトを除く霊長類動物モデルの使用は  

制限を受ける（1）。禽獣の由型肝炎の発見は、肝向性ウイルス学に新たな研究対象を追  

加するのみならず、肝向性ウイルスの起源、進化、持続感染、発症機序、慢性ウイル  

ス性肝細胞ガンの起源など各方面の研究に新たな研究対象を提供する。  

3・E型肝炎につりて   

多数め研究を通じ、血は人畜共通感染症であること、経口感染すること、．またブ  

タが重要なウイルスキャリアであることが明らかになった。日本、インドなどでは加  
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熱不十分な食用ブタレバーおよびブタ肉の摂取によるHEV感染が報告されている。  

日本、米国の研究においてはブタと接触する職業に従事する人員群の血清抗HEV抗  

体はその他職業に従事する人員群よりも高く、また養豚場周辺の汚水中からHEVが  

検出されたことも明らかになった（16～18）。曹海俊（19）らが、漸江地域においてブタの食  

肉処理および販売に従事する人員群のHEV感染状況について調査を行った結果、漸  

江省にてブタの食肉処理および販売に従事する人員群の77．25％がHEV陽性であり、  

1992年に全国13省および市において実施されたHE血清流行病調査中の1～59歳人  

口に占める陽性率（17．2％）をはるかに上回ることが明らかになった。さらに別の報告  

では、中国の月齢4ケ月以上のブタにおける血清抗体陽性率の平均が40％にのぼり、  

ブタの飼育者の血清抗体陽性率に至っては100％に達することも明らかになっている。  

その他タイでは、月齢3ケ月以上のブタにおける陽性率が9～20％に達し、ブタの飼  

育者の陽性率は71％にのぼる。上記の研究結果は、ヒトのHE陽性検出率とブタに接  

触する職業への従事者の間に一定の関連性があること、ならびにHEは人畜相互間の  

感染症であることを証明するものである。   

かつてMeng（20）は異なる月齢のブタ血清からHEVRNAの検出を行ったが、中国内  

外において食肉処理したブタの肝臓からHEVRNAの検出を行ったという報告はない。  

本試験ではRTIPCR法を用いて食肉処理したブタ肝臓中のHEVRNAの増幅を行った  

結果、食肉処理したブタの肝臓中にもHEVRNAの存在が確認された。本試験室にお  

ける過去の研究において食肉処理したブタ肝臓中のHEVに関連を有する抗原の陽性  

検出率が95～100％と高率にのぼることが明らかになり、また食肉処理したブタが精  

肉製品生産網の末端に組み込まれていることを考慮すると、公衆衛生の見地からも、  

この間題は決して放置できない問題である。現在のところ、ブタの生肉中より HEV  

が検出されたという報告はなされていないものの、肝臓中のHEVに関連する抗原の  

陽性検出率が上記のように高いことが、人体の健康に対する潜在的な脅威となること  

は確実である。以上より、筆者は食肉処理したブタの検疫におしiてHEVを検査項目  
として採用することを提案する。  
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