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GBトC及ひHG＼／は、非8非C型肝炎の原因として関与する新たなウイルスとして紹介されたが、これらウイルス粒子の形態は依然不明で       使用上の注意記載状況・その他参考事項等   あるとともに 

、非Å－E肝炎の殆どの症例は、それらの感染と関係がないb我々は、乱丁が高く、打CV抗体とB型肝炎表面抗原が陰惟であ  

2．重要な基本的注意   るドナーからの血腫サンプル中のウイルス様粒子を視覚的に捉えようと試み、このウイルス様粒子と非経口的に感染するGBV－C／tIGVの迫                                        J山  

伝子との関係を調査した。  （1）本剤の原材料となる献血者の血液について  

研                                                                           HBV及びHCVどちらにも感染していない高ALTレベルの血腫13検体及び正常ALTレベルの血粟10検体のgl・23検体を40－60％ショ糖密度       は、HBs抗原、抗HCV抗体、抗HIV－1抗体、抗   

究  勾配遠心分離法によって分離し、ウイルス様粒子（VLPs）を電子顕微鏡で観察した。血腫中のGBV－C／HGVRNAを検査した。ウイルス様粒子       HIV－2抗体、抗HTLV－Ⅰ抗体陰性で、かつ   は、苗ALTレベルの血腫13検体のうち12検体（92・3駕）及び正常対照血堆10検体のうち1検体（10％）の115－116仙の密度のフー       ALT（GPT）値でスクリーニングを突施してい                              g   フ  
報                                クションから見つかった。VLPsの超微細柄退形態は、大きさ、外観とも多形性であった（大部分のVLpsは3ト45nmの内核と裏面に良さ  る．更に、プールした拭験血斯こついては、   

告  9－12nmのスパイク様突起を有する50－80nmの球状粒子）。直径50－70nm、長さ川H60nmの棒状のVLPsも同じ検体で観素された．循環       HIV－1、HBV及びHCVについて核酸増幅検査   血液中のVLPsの検出率は、有意に高ALTレベルと関係（Pく0．001）していたが、VLPsを含む血典のいずれにも G8V－C／HGVRNAlよ検出さ       （NÅT）を実施し、適合した血紫を本剤の製迫に   
の  

概  
に関係していることが示唆された。  ウイルスが混入している可能性が常に存在す  

る。本剤は、以上の検査に適合した血某を原  

要  料として、Cohnの低温エタノール分画で得た  

画分から人ハブトグロピンを濃縮・精製した  

製剤であり、ウイルス不精化・除去を目的と  

して、製造工程において60℃、10時間の液状  

加熱処理及び濾過膜処堰＝ナノフィルトレー  

報告企業の意見  
ション）を施しているが、投与に際しては、次  

今後の対応   の点に十分注意すること。  

非B非C型肝炎との関連が示唆されるウイルス様粒子を発見したとの報告である。  ウイルス様粒子に関する   
非B非C型肝炎との関連が示唆されるウイルス様粒子は、GBV－C／HGVと関連していないこと以外の性状等に閲す      追加情報の入手に努める。   

る情手引ま不足しているため、卿寺点において安全性評価は困難であり、今後も情報収集に努める。   
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Unidentifiedvirus・TikeparticTesaredetectedinp］asmaswitheJevated  

ALTlevels：aretheysignificantofetio］ogicaIagent（s）ofnon－B，  

non・Chepatitis？  

Received‥May9，2006／ACCepted：June22，2006   

Abstract GBvirusC（GBV－C）andhepatitisGvirus（HGV）  
havebeenproposedasnewvirusesetiologlCallyimplicated  
in non－B，nOn－C hepatitis，but the morphology of these  
Particularvirusparticlesisstillunknown，andmostcasesof  
nonTAtoEhepatitisd10nOtrelatetotheirinfections・We  
triedtovisualizeviruS－」Likeparticles（VLPs）inplasmasarn－  
PlesfromhepatitisBsurfaceantigen－andantibodytohepa－  
titis Cvirus（HCV）－negative blood donorswith eleva【ed  
alanineaminotransferase（ALT），andexam山edtheassoci－  
ationofthevirus－1ikeparticlesandthegenomesofparen－  
terally transmis5ible GBV－C／HGV・Twenty－three plasma  
SamPles，ユ3withelevatedALTlevelsandlOwithnormal  
ALTvalues，fromblooddonorswithoutinfectionsofhepa一  
’titis B virus（HBV）andHCV．weresubjectedtoa20％－  
60％sucrosedensltygradientcentrifugation，andvirus－1ike  
Particleswereobservedbyelectronmicroscopy・GBV－C／  
HGVRNAsintheplasmasweretested・Virus－）ikeparticles  
Werefoundinthefractionswithdensitiesofl，15－1．16g／ml  
from120f13（92．3％）plasmaswithelevatedALTlevels  
andloflO（10％）normalcontrol苧・TheultrastruCturalmor－  
Phology ofvisualized VLPs waspleomorphicin sizeand  
appearanCe；themaJOrltyOftheVLPswere50－tO80－nm  
SPheficalparticleswitha35－tO45－nminnercoreand9－tO  
12－nm－1ong surfa旺SPikelike prq）eCtions・Rodlike VLPs  

50－70nmindiameterwi1こhalengthofllO－160nmwerealso  
Observedinthesamesamples・Theincidenceofdetection  
OfthecirculatingVLPswassigni丘cantly（Pく0・001）related  

to elevated ALTlevels．but GBV－C／HGV RNAs were  

detectedinnoneoftheplasmascontalnlngthevirus－1ike  
Particles・SphericalVLPsaredetectedinHBV－andHCV－  

negativeplasmassigni丘cantlycorrelatedwiththeelevation  
Of ALT．suggesting that they areimplicatedin non－B，  
non－Chepatitis・   

Keywords Non－B，nOn－C hepatitis・VirusTlike particle－  
HepatitisCvirus・GBviruSC・Electronmicroscopy  

lntroduction   

The geno皿eS Of hepatitis C virus（HCV），GBviru5C  
（GBV－C），andhepatitisGvirus（HGV）havebeensuccess－  
fu11yclonedwithoutisolationoftheviruSParticles・1‾3The  
causative role of HCVin bloodborne acute and chronic  

hepatitishasbeenwellestablished・AlthoughGBV－C／HGV  
Canbetransmittedparentera11y，mOStOftheirinfectionsare  
notassociatedwithacuteandchronicnon－B，nOn－Chepa－  

titis，andthefeissomedoubtwhetherGBV－C／HGVreplト  
catesintheliverandcauseshepatitis・43DuringlmmunOgOld  
electronmicroscopy6－90fHBVandHCVparticles，Wehave  
noticedthatsomep】asmasamplesfromblooddonorswith  
elevatedalanineaminotransferase（ALT）1evelscon：tained  
virus－1ikeparticles（VLPs）thatdidnotreactpositivelywith  
antibodiesspeCifictotheHCVenvelopeprotein・TheVLPs－  
thusimmuI－0loglCallydistinguishedfromHCVvirion，Were  
also differentirLmOrphology from thelatter，and their  
etiologlCa＝mplicationswerenotclear・Inthisarticle，We  
havetriedtovisualizeVLPsinhepatitisBsurfaceantlgen  
（HBsAg）rand anti－HCV－negativeplasmas andevaluated  
WhetherthecirculatlngVLPsweredetectedwithorwithout  
a relationship to elevated p】asma ALTlevels or to  
GBV－C／HGVRNAs．  

M．Kajto（図）・H．Tanaka・S．Horiike・N、FujiLa・M・lwasa・  
Y．Kobayashi・E＿C．Gabazza・Y．Adachi  
Depar（mentofGastroenle（0logyandHepatology，Divisionof  
ClinicalMedicineandBiomedicalScience．InstituteofMedicaI  
Science．MieUniversityGraduateSchoolofMedicine，2－174  
Edoba5hi，Tsu，Mie514－8507，Japan  
Tel＿＋8ト59－232－1111こFax＋81－59－231－5223  

e－mai】＝kaitoma＠clin．medic・mje－u・aC・）p  

M．Koni5hi・S．WaIanabe  

fieaLthAdminisITatjon Centel．MieUniversily．Mie，Japan   

Materialsand methods   

Twenty－threeblooddonorplasmasamples werethesub，  
）eCtSin this study・Clinicalcharacteristics of the blood  

donors are5umrnarizedinTablelL These samples were  
negativeforHBsAg（AUSRIAII－125；Dainabo［，Tokyo，  

」  33   
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Tab［el・Summarizeddataofdetectionofvirus－1ikeparticlesandnucleicacidsofknownhepati【isvirusesi叩IasmasamplesnegativeEorHBsAg  
andanti－HCV  

Plasmano． ALT（IU／1）  Virus－Jikeparticles8  HBV DNAb HCVRNAC  GBV－CRNAJ HGVRNA＜  
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ALT，alanineamino（ransferasc（normaJ＜35IU／L）；ND；nOtdated  
‘Circulatingvirus－1ikeparticles（VLPs）ina5－SquareSeCtionoEa300－meShgridw8SPho10graPhedunderelectronmicroscopy・Themeannumbers  
OfVLPsinonesquarewasindicatedas－（TLegative）．1＋（0く十く10），2＋（10≦2＋＜100），and3＋（100≦3＋）  
bHBVDNAwastestedusinBaQuantiplexHBV－DNAassaykit  
CHCVRNAwastesledusinganAmpljcorHCVkit  
dGBV－Cand＜HGVRNAswereassayedasdescribediJlthetext  

dilutedin phosphate－bufferedsaline（PBS，PH7・4）and  
thencentrifugedat150000gfor2・5hat40C・Theresultirlg  
pe11etwassuspendedinlOOmiPBSlequlValenttol：1000  
0fthe orlgmalplasmavolume，forobservingVLPs，and  
stored at－800Cuntiluse．Two tothree microliters of the  

COnCentratedspeCimenwasmountedonaFormvar－COated  
andcarbon－VaPOrizedcoppergridandexaminedllndera  
HitachiH－800electronmicroscopeoperatedatlOOkVafter  
Stainingwith2％phosphotungsticacid（PH6・5）・ToobservF  

thenucleicacid－COntalnlngViruscorestructure，thespecl－  
menwassubjectedtorepeatedfreezlngandthawingseveral  
times，andthen主tainedwithO．2％uranylacetate（pH4・4）・   
TheGBV－CgenomewasassayedbyreversetranscriptlOn－  
nested polymerase chain reaction（PCR）using primers  
derivedfromtheNS3／helicasereglOnOfGBV－Cgenome  
reportedbySimonsetal・，2andthisassaywasperformedas  
describedelsewhere・10ThegenomeofHGV．pTOvisionauy  
designatedbyLinnenetal・，3wasassayedbyuslngthekit  
OfBoehringer Mannheim（Mannheim，Germany），Which  
COntainedoneprlmerPairfortheNS5AreglOnandasec－  
Ondprlrherpairforthe5′－urltranSlatedreglOnaSWe11asthe  
correspondingcaptureprobes】aCCOrdingtothemanufac－  
turer’sinstructions．   

Fisher，sexactprobabilitytestwa5uSed【oaSSeSSthesig－  
ni負canceofdifferencesbetweenthesarrlPlegroupswithor  
without elevated ALT levels 

Japan），antibodytoHBVcoreantigen（CORAB；Daina－  
bot），HBVDNA（QuantiplexHBV．DNAAssay；Chiron，  
Emeryville，CA．USA），anti－HCV（OrthoHCVAbIMA  
TestIIT；Ortho－ClinicalDiagnostics，Tokyo，Japan），HCV  
RNA（AmplicorHCV；RocheMolecularSystems，Branch－  
burg，NJ，USA），aJldantibodiestohumanT－Ceuleukemia  

Virus typeI（Determiner HTLV－IAntibody；Kyowa  

Medex，Tokyo，Japan）andhumanimmunode点ciencyviruS  
（GENELAVIAMIXTSano丘DiagnosticsPasteur，Marnes  
laCoquette，France）・Thirteensamples wereelevatedin  
alanineaminotransferase（ALT）levels（2E35IU／1），andlO  
SamPleswefeWithinanormallevelinALT（＜35IU／l）．Total  
Cholesterolandtriglyceridelevelswerenormalinallplasma  
SamPles・   

Onehundredmiuilitersofeachplasmasamplewasdi－  
1utedwithtwovolumesofTEN［100mMTris－HCl，PH8・0，  
1mM ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA），100mM  
NaCl】andcentrifugedat75000gfor6hat4CC・Asuspen－  
SionofthepelletinTENwascentrifugedagalnat150000g  
for2・5hat4OC・AnapproximatelylOOO－fold－COnCentrated  
SuSpenSionofthesampleinTENwaslayeredona20％－  
60％（W／W）1inearsucrosedensitygradientinTE（100mM  
Tris－HCl，PH8・0，1mMEDTA）andcentrifugedatlOOOOOg  
for16hat40C，Whichwasfo1lowedbyfractionationfrom  
thebottomofthe tube．Aftermeasurementofthesucrose  

COnCentrationofeveryfraction，eaChsucrosefractionwas  

34  ．j   
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椚g・L Elect∫Onmicrogl－aphor  

negativeIy5tained50－tO00ーnm  
5Pbedcalvirds一址epa申Cles  
（VLPs）hbep頑単B．如dace  
antigen（fIBsÅ塵）－abdanti・  

hepa山isCYirtJS（ⅡCV）T  
negatiYeI叫5maWitb  
鋸ne18V8ted可a山n¢ ′、  
叩血卸間頑ホ壷．（ALTいev¢Ⅰ．  
VLP＄紅dmsaヰ1eT10．6（a）and  
S孟mpleno・3（b）むe’shown・  

βαrlOO爪m   

′ － ・Jf    ‘ぅ J ▲‾と∴ナ十トナ、弓王 －  

diameteroftherodlikeVLPswas50－70nmandtheirlength  
WaSllO，160nm．．Inaddition，a35－tO45－nmCOrelikestruC－  

turecontainlngtheelectron－densematerialwithinaspherト  
CalVLP（Fig・3a，b）andtwoinnr 

． 

acetate．These VLPs werefound to beconstantlybanded  
inasucrosedensitygradientataroundl・15－1・16g／ml（range，  

1・12－1・18g／ml）．GBV－C／HGVRNAswerenotdetectedin  
anyoftheplasma5amPles（seeTablel）－  

ResuIb  

SphericalVLPsweredetectedin120f13（92・3％）plasma  
SampleswithelevatedALTlevelsandloflO（10％）plasma  
SamPles with normalALT values・Theincidence of  
detection of the virus－1ike particles was slgnihcantly  
（P＜0．001）relatedtotheelevationofplasmaALTlevels  
（seeTablel）．   

Most thevisualizedVLPsweresphericalparticles50－  
80nmindiameterwith9－tO12－nm－longsurfacespikelike  
PrOjections（Fig・1a，b）・SomeVLPshavealargediameter，  
morethanlOOnm（Fig・1a）・In somespecimenswere de－  
tectedmorethanamoderatenumberofVLPs，androdlike  

VLPs50－60nmin diameter with alength ofllOT160nm  
Werealsodetectedthathadsurfacepro］eCtionssimilarto  
thoseofthe50rto80－nmSphericalparticles（Fig・2）・The  

Discussion   

We found VLPsin ALT－elevated plasma samples from  
blood donors without infections of HBV and HCV that 

Were COnSistenlly banded at aroし．ndl．15－1・16g／mlby  

」
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椚g．ヱ．Negadvelystained  
¢1e吋Onmicro訂apbofrodlik¢  
VLPsprescntedin・pl甲m8  
COnt血gamoder8tenumber 
Ofth8Sphe出血1VLPs・Rodkk8  
VLP5血ohsa爪pkno．7（a）and  
5amplomb．5（b）打合＄hown・  
βdrlOOmm  

SuCrOSedensitygradientcen（rifugation・Them叫OrltyWere  
50－tO80－nmSPheficalparticleswith9－tO12－nm－longsur－  
fac？PrOjections（seeFig・1），andwere・ifanything，mOrPho－  

loglCa11yresembli旦gtOgaVirusesorcoronaviruSeS．Positive  

StalnlngreVealed’thattheelectron－densematerialcombined  

withuraniumexistedin a35－tO45－nmintモrnalcorestruC－  

tureofthesphericalvirus－1ikeparticle，andindicatedthat  
thesphericalparticleshadthenucleicacidtherein（seeFig・  
3）．Inaddition，rOdlikeVLPs（Fig．2）wereobservedcon－  

COmitantlyln the specjmeflS COntalnlng many SPherica】  
VLPs，andthesurfacespikelikeproJeCtionsofrodlikeforms  
lookedsimilartothoseofthesphericalparticles・Interesト  

ingly．twointernalcores（Fig・3c）weredetectedinarodlike  
form，SuggeStlngthatthisformcouldbeadip】oidparticle  

Ofthevirus．Thus，Wemightconsiderthatboththespherical  
andtherodlikevirus－1ikeparticlesbelongtothesamevirus  
SPeCies・  

Inthepastthreedecades，tOgaVirus－1ikeparticleshave  

beendetectedinacute－Phaseserumfromahemodialysed  
Patientwithnon－A，nOn－Bhepatitisandintheacute－Phase  

urineoftwoictericnon－A．non－Bhepatitiscases，】10rinthe  
liverofa patieTlt With sporadic non－A，r10n－B fulminant  
hepatitis，L2butthenumberofthoseo句ectswastoosmall，  
andthustheetiologlCalimplicationswerenot developed・  
CifCulatingVLPs，aSPreSentedhere，Werehighlyprevalent  
（92・3％）inALT－elevatedplasm？SamPles，andwererela．  

tivelyeasytovisuaJizebyconvenl10nalelectronmicroscopy，  
Whereasin only one of teIlnOl－ma】colllroJs were a few  

．．▲   36  
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FDNA was detectedin17（24・6％）of69patientswith  
no11－A－Eandin5（2・8％）of180healthyindividuals・There－  

fore，further morphologlCalstudy andgenomicstudy of  
NV－Fshould becarried outtoevaluatewhetherthe circu－  
1atingVLPswerecloselyrelatedtoNV－F・  

Inconclusion，thepresentedVLPs，Whichmorphologl－  

Cally resembled togaviruses or coronaviru5eS，may be a  
CauSativecandidatevirusofbloodborrlenOn－A－Ghepatitis，  

anddetailsoftheetioIoglCalimplicationsshouldbefurther  
elucidated．   
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