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研究の背景と目的

A型肝炎はA型肝炎ウイルス(HAV)の引き起こす感染症である。A

型肝炎ウイルスは直径27nmの球形RNAウイルスであり、ピコルナウイル

ス科エンテロウイルス属に分類されてきたが、ウイルス粒子の強い熱抵抗

性、臓器特異性、既知のピコルナウイルスとの遺伝子配列等から、現在で

はエンテロウイルスとは独立したヘパトウイルスに属するとされている

(1 )。

A型肝炎ウイルスは当初流行性肝炎の原因ウイルスとして発見され

たように、基本的には糞便中に排池され、経口的に感染するウイルスであ

る(fecaトoral route)。しかしながら感染後の詳細な動態については増殖、

排池ともによくわかっていない。サルを用いた感染実験では、肝細胞の他

に|くupffer細胞、さらに牌臓、腎臓、扇桃、腸管などでHAVが確認されて

おり、小腸粘膜上皮細胞でウイルスの培養が可能という報告も最近あるが

(2)、肝臓以外での増殖は確認されていない。また糞使、胆汁中に発症

前後にウイルスととともに分泌型抗IgA抗体が検出されることから、肝臓

で増殖したウイルスは胆汁から糞便に排j世されるとされているが、その期

間や他の体液への排;世については充分な検討はされていない。

A型肝炎は主としてfecal-oral routeで感染するため、上下水の整

備されていない環境では大流行をおこす場合があり、現在でも発展途上国

ではしばしば問題となっている。一方日本においては衛生環境の整備とと

もにA型肝炎に擢患する者の数は次第に減ってきている (3)。厚生省など

により数回、抗体保有者数の割合が調べられているが、調査の度に若年層

での抗体保有者数は減少してきており、 30歳以下の年令層ではそのほとん

どがA型肝炎ウイルス抗体陰性である(4)。現在日本における感染は主

として汚染された食物の経口摂取が原因であり、散発性肝炎の形をとるこ

とが多いが、小規模な集団発生はいまだに存在している (5・8)。この場

合、食中毒のような飲食業者等からの感染が一つにはあるが、家族内及び

施設内における二次感染も最近問題になっている (9，10)。従って患者か
らのウイルス排;世の経路及びその期間の検討は公衆衛生学的観点からも重



要と考えられる。

しかしながら現在までのところ、この点について充分な検討は加え

られていない。検討が加えられているのは専ら糞便及び血液であるが、少

数の臨床例や動物への感染実験の解析からは図 1のように考えられてきた

( 11)。即ち、通常臨床症状の出現以前に短いウイルス血症が見られ、さ

らに胆汁から糞便中に数週間ウイルスが排;世されるとされているわけであ

る。多数の臨床例の解析が今まで行われていなかったのは、非特異的症状

が先行するために発症から診断までかなりの日数を要する場合が多く検体

が得られにくいのに加え、ウイルスゲノムあるいはウイルス抗原の簡便で

鋭敏な検査法がなかったためであった。

そこで今回多数の臨床例についてウイルス血症及び糞便中へのウイ

ルス排;世の持続期間を調べることにした。ウイルスゲノムの検出には現在

核酸の検出において最も鋭敏と考えられるPCR(polymerase chain 

reaction)法を用いることとした。 PCR法なしでは研究も臨床も不可能と

言っても過言ではないC型肝炎ウイルス (HCV)と異なり、 A型肝炎ウイル

ス (HAV)の場合従来研究目的でPCR法が用いられることが多かったが、

今回はゲノムの検出を目的とした簡便な方法を考案し、血中及び糞便中

HAV-RNAをRT-PCR法を用いて測定した。

-2-



Humoral antlbody response 

入、人

An帥22
注射事亙亙E
白川亙E

トす斗 12

聞
“・ー'

+
川
刷n
 

Months 

図 1 A型肝炎の臨床経過。臨床症状の出現以前に短いウイルス血症が見

られ、胆汁から糞便中へのウイルスの排;世がこのやや後まで数週間見られ

るとされている。



第一部

A型肝炎におけるウイルス血症の持続期間に関する検討

(本論文はJMed Virol 40: 35-38， 19931こ掲載された。)
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要旨

A型肝炎ウイルス (HAV)感染の際のウイルス血症は潜伏期に限られ

ると言われてきた。しかしながら、ヒトのA型肝炎におけるウイルス血症

の持続期間は、簡便で鋭敏な方法がなかったこともあって明確にされてい

なかった。患者血清中HAVゲノムを検出する目的で、 5非翻訳領域に一組

のプライマーを設定し、 RT-PCRを行った。この鋭敏な方法を用いても、

大部分の症例では、 alanineaminotransferase (AL T)のピーク時点以前

でのみHAV-RNAが検出されたが、 ALTのピーク時点以後もHAV-RNAが

検出された症例も存在した。また、 IgM-HA抗体陽転以後も血清

HAV-RNAが検出される症例も存在した。これらの結果はHAV感染におけ

るウイルス血症は、これまで考えられていたよりも長期間にわたり持続す

ること、そして血液を介した二次感染の可能性があることを示している。



はじめに

A型肝炎ウイルス (HAV)の体内侵入後の動態については、不明な

点が多い。チンパンジーへの感染実験では、潜伏期後半にウイルス血症が

数日間存在することが示されている (12，13) 。ヒトにおいても、輸血後

A型肝炎の存在 (14，1 5)や患者血清のマーモセットへの感染実験 (16)

さらにはヒトへの感染実験 (17，18)により、ウイルス血症が存在するこ

とがわかっている。ウイルス血症の持続期間についても、サルの場合には

マーモセットへの感染実験やcellculture isolationを用いて検討されて

いる (12，19)が、ヒトの場合充分な検討はなされていない。これは大部

分の症例において、病気のピークを過ぎた後に診断が確定するため、診断

時には既にウイルス血症は終息しているためと考えられる。さらにウイル

スの存在を確認する簡便な方法が存在しなかったためと考えられる。

polymerase chain reaction (PCR)法は、極めて少数のウイルス

ゲノムを検出できるため、既lこB型肝炎ウイルス (20)やC型肝炎ウイルス

(21 )において診療及び研究に用いられてきた。我々はウイルスRNAを

Reverse transcription (RT)-PCR法を用いて検出することにより、ヒト

HAV血症の持続期間について検討した。
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対象及び方法

1 .対象及び血清サンプル

IgM-HA抗体陽性によりA型急性肝炎と診断された25例(男性12例、

女性13例)、 B型急性肝炎5修IJ、非A非B聖急性肝炎5例を対象とした。患

者血清は測定までー80
0

Cで保存された。 A型急性肝炎患者血清32サンプル

は症状出現後2日目から164日固までのものである。陽性コントロールとし

てアフリカミドリザル腎細胞中で培養されたKRM003型A型肝炎ウイルス

粒子(化学血清研究所より供与)を用いた。

2.血清ウイルスマーカー

IgM-HA抗体、 HBs抗原、 HBs抗体、 HBc抗体は市販のキット(ダイ

ナポット)を用いて測定した。

3. RNA抽出及びRT-PCR法

血清及びHAV粒子からのRNA抽出はChomczynski及びSacchiらの

方法を用いて行った (22)0100μ1の血清から抽出されたRNAぺレット

は25μ|の滅菌水に溶かした。 HAVゲノムの5'非翻訳領域に一組のプライ

マーを設定した (A1 [sense primer] ; AGCATGGAGCTGT AGGAGTC; 

A3 [anti-sense primer] ; TAGAGACAGCCCTGACAATC) (23)。

またJansenらに従い (24)、VP3領域にも一組のプライマーを設定した

(A4 [sense primer] ; ACAGGTATACAAAGTCAG; A5 [anti-sense 

primer] ; CTCCAGAATGATCTCC) (図1)0 antトsense primer及び

5単位のAMV-RT (Boehringer， Mannheim， Germany)を含も、30μ|の反

応液 (dNTP200μM，1 XPCR buffer [50mM KCI， 10mM Tris-HCI 

(PH8.3)， 1.5mMMgClz， 0.001 %【w/v】gelatin]中でcDNAの合成を行っ

た。 95
0
Cで20分加熱してRTを失活させた後、 senseprimer 、PCR

bufferそして2単位のAmpli Taq (Perkin Elmer Cetus Corp.)を加え全

体を100μlとし、 PCRを行った。 PCRの条件は94
0
C1分、 62

0
C2分、 72

0
C

1.5分で30サイクルとした。 PCR産物は6%ポリアクリルアミドゲル電気泳

動後エチジウムブロマイド染色を行い解析した。

4.サザンプロット
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PCR産物の特異性確認のため、サザンプロットを行った。産物を2%

アガロースゲルで分離した後、ナイロン膜 (Nytran，Schleicher & 
Schuell)に転写した。プライマ-AlとA3の間に位置する20塩基のオリゴ

ヌクレオチドプロープ (A2;TCCACTCAATGCATCCACTG )を
digoxigenin (Boehringer， Mannheim， Germany)でラベルし、ナイロ

ン膜とハイブリダイゼーションさせた。
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Primers and Probe 
291 

A1・ AGCATGGAGCTGTAGGAGTC

562 A3: ~v~TAGAGACAGCCCTGACAATC 

540 
A2: ~~vTCCACTCAATGCATCCACTG 

2020 A4・ ACAGGTATACAAAGTCAG

2226 A5: ~~~vCTCCAGAATGATCTCC 

378 A6・ CACAAGGGGTAGGCTACGG

hもh主

A1→日日 A4→ 

亡二七 日A5
一一一-----< I ト一一一

ding 
~;g io-n--...， VP4 VP2 VP3 VPl 

図 1 HAVゲノムの構造。本実験に用いたプライマ一及びプロープ

の位置を同時に示す。
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結果

1. PCR産物の特異性

最初にウイルス粒子を用いてRT-PCRを行った。図2は培養HAV及び

患者血清から抽出したRNAを用いて行ったRT-PCRの産物を電気泳動した

ものである。両産物とも予想されたサイズ(272bp)で、あった。サザンプロッ

トを行ったところ、両産物とも20塩基のオリゴヌクレオチドプロープと特

異的に結合した(図2;4及び5)0VP3領域のプライマーではウイルス粒子か
らも患者血清からもHAV-RNAは検出で、きなかった。(データ省略)

2.血清中HAV-RNAの検出

血清中HAV-RNAはA型肝炎25症例中7例(28%)の、また32サンプ

ル中8サンプル(25%)の血清から検出された。HAV-RNA陽性症例は全て

女性であった。急性B型肝炎及び急性非A非B型肝炎の症例からは

HAV-RNAは検出されなかった。

A型急性肝炎は通常、発熱や全身倦怠感などの感冒様症状から始まる。

そのため、感冒様症状の出現した時点を臨床的発症と定義して、経過中の

どの時点、でHAV-RNAが出現したかを調べた。図3に示した通り、

HAV-RNA陽性の検体は臨床的発症後2日目から7日固までのもので・あった。

しかし、発症後7日目以前の検体でもHAV-RNA陰性のものもあった。

alanine aminotransferase (ALηとHAV-RNAとの関係を代表的2

症例について示したものが図4である。多くの症例において(7例中5例;

71.4%)症例1のように、 HAV-RNAはALTのピーク以前にのみ検出された

が、一部の症例(7例中2例;28.6%においては、症例2のようにALTのピ

ーク以後でも検出された。

IgM一HA抗体価とHAV-RNAとの関係を調べた結果を図5に示す。大

部分のHAV-RNA陽性の検体は、 IgM一HA抗体出現以前のものであったが、

IgM一HA抗体出現以後もHAV-RNA陽性である検体も見られた。



1 2 3 4 5 

~ 272bp 

図2 HAV-RNAのPCR法による検出。患者血清(レーン1，4)及び

培養HAV(レーン2，5)から抽出したRNAからcDNA合成後、 PCRで唱幅し
た。増幅された272bpのPCR産物はHAVゲノム配列特異的なプロープとハ

イプリダイズしている。レーン3:分子量マーカー
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図4 HAV-RNAが血清から検出されたA型肝炎 2症例の経過。 7例

中S{9IJで、 HAV-RNAは、 Case1の如く ALT値がピークに達する時点以前
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この時既に陽転化していた。
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考察

本研究ではプライマーを5'非翻訳領域に設定し、 HAV司RNAの検出に

成功した。プライマーを5'非翻訳領域に設定したのはこの部分の塩基配列

が最もよく保存されていたためである (23，25-27) 0 VP3領域のプライ

マーではHAV-RNAの検出が不可能だ‘ったのはウイルス株間の変異のため

と恩われる。 HAVのウイルス血症の持続期間については、チンパンジー

(12，13)及びヨザ‘ル(owlmonkey) (19，2印について研究されている。

これらの研究ではenzymeimmunoassay あるいはradioimmunofocus

assayを用いてHAV抗原を検出レている。我々がRT-PCR法を用いたのは、

1 )手順が簡単で動物への接種よりも結果が早く得られる。 2)ウイルス霊

白ではなくウイルスゲノムそのものを検出できる。 3)一般にこの方法は感

度がよい。等の理由からである。

HAV-RNAのR丁目PCR法による検出に関しては、血清及び糞便につ

いて既に報告がある (24，29，30)。両方のグループともウイルスゲノム

の変異を調べるためにVP1あるいはVP3領域にプライマーを設定しており、

我々がウイルスゲノムの検出を目的にプライマーを5'非翻訳領域に設定し

たのとは対照的である。 HAV株間でのウイルスゲノム塩基配列の差はそれ

ほど大きいものではないが、中でも5非翻訳領域はウイルスゲノムの中で

最も塩基配列の差が少ない部分である。実際今回用いたHM175株と他のウ

イルス株の塩基配列とは5非翻訳領域において9611←致する (23，25-27)。

従ってこの領域はRT-PCRによりウイルスの存在の有無を検出するのには

最も適した部分と言える。

ヒ卜におけるA型肝炎のウイルス血症は感染実験による報告 (17，18)

及び輸血により偶然発症した症例の報告 (14，1 5)がある。後者は献血時

潜伏期にあった供血者の血液からA型肝炎が伝播し、後に発症に到ったも

のである。これら輸血に使われた血液はHA抗体陰性であり、 ALTの上昇も

見られていない。 A型肝炎におけるウイルス血症の存在は、集団発生の症

例から得られた血清をマーモセットに感染させた実験からも明らかにされ

ている (16)。これらの報告からヒ卜においてもウイルス血症が存在する
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ことが証明されたが、多数の患者におけるウイルス血症の実態について検

討した報告は見られない。ヒトにおけるA型肝炎ウイルス血症については、

いくつかの重要な点が明らかにされなければいけない。即ち [1J ウイル
ス血症と肝機能、特にALTとの関係 [2J ウイルス血症と臨床症状出現か

らの時間との関係 [3J ヒ卜A型肝炎におけるウイルス血症の出現頻度

である。

本研究により、 [1 J臨床症状出現後、 7日固までは [2JALTがピー

クに達して以降も [3J IgM-HA抗体出現後も、そして [4J患者の約4

分の 1に、 A型肝炎ウイルス血症が存在することが明らかになった。HAV

感染におけるウイルス血症の頻度は、より早期の血清が集められればさら

に高くなるであろう。これらの結果からHAVのウイルス血症は従前考えら

れていたよりも (31)長期間にわたって続くことがわかった。急性肝炎の

患者が入院後A型肝炎と診断され、臨床症状と肝機能が改善傾向にあると、

糞便以外からの二次感染には注意が払われない可能性がある。我々の結果

は医療行為により、 A型肝炎患者の血液から二次感染がおこる可能性、薬

物常用者のまわし打ちによる感染[疫学的には既に疑われている。 (32)J 
の可能性を示唆するものである。
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第二部

A型肝炎におけるウイルスの糞便中への持続期間に関する検討

(本論文はHepatology24: 10-13， 19961こ掲載された。)

-17-



要旨

A型肝炎ウイルス(HAV)感染における糞便へのウイルス排池は、症状
出現後短い期間で終了するとこれまで報告されてきた。糞便中のHAVを
polymerase chain reactionで検出した報告は今までもいくつか見られ
るが、ヒト成人における糞便中へのHAV排池持続期間については充分な記
載がない。本研究では、 reverse transcription- polymerase chain 
reaction法を用いて散発性A型肝炎患者10人の糞便中HAV-RNAを測定し
た。 HAV-RNAは臨床症状出現後も5人の糞便から検出された。発症から
10日目以内の糞便はすべてHAV.RNA陽性であり、糞便へのウイルス排;世
期間は数日から 3ヶ月までに及んだ。 4人の患者で、 alanine
aminotransferase (ALηのピーク後もウイルスが検出され、一人の患者
ではALTが正常化した後もHAV-RNAの排池が見られた。 HAVの糞便中へ
の排池は、症状の消失後数ヶ月続く場合があり、こうした患者がさらにA

型肝炎の感染源となる可能性があることが、これらの結果からわかる。
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はじめに

A型肝炎は現在でも特に発展途上国において重要な疾病である。これ

らの国々においては、現在も肝炎の20-25%はA型肝炎ウイルス(HAV)に
よりひきおこされる (33)0 HAVは主として経口感染し、散発性、流行性

双方の肝炎をひきおこす。この病気の対策をたてるためには、糞便中への

HAVの排;世期間をはっきりさせることが大切である。 HAVの糞便中への排

;世はこれまでもいくつかの方法で調べられてきた。免疫電顕法により、

HAV抗原が黄痘及びALTのピーク以前の糞便中に存在することが確認され

ている (34-37)。ラジオイムノアッセイやエンザイムイムノアッセイを
用いると、糞便中のHAV抗原はもう少し長期にわたり検出される (38-41)。

さらに鋭敏なのは、 HAV-RNAをハイブリダイゼーションで検出する方法

であり、ヒトHAV感染及びHAV感染実験において糞便中へのウイルス排池

持続期間が検討されている (42，43)。

現在、核酸の検出法として最も鋭敏なのはpolymerase chain 

reaction (PCR)法である。新生児集中治療施設(NICU)におけるA型肝炎

の流行に関する最近の報告によれば、糞便中へのHAV-RNAの排池は、こ

れまで考えられていたのよりはるかに長い6ヶ月もの間持続したという

(44)。しかしながら、新生児の場合免疫能が未熟なため、成人よりも長

期にわたって糞便中へのウイルス排池が持続している可能性がある。

本研究においては、成人A型肝炎患者の糞便中HAV-RNAをtwo

stage reverse transcription (RT)-PCR法により測定した。その結果

HAVの糞便中への排;世は発症後3ヶ月固まで持続する場合のあること、血

清ALT値の正常化後も持続する場合のあることが判明した。
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対象及び方法

1 .対象及び糞便サンプル

IgM-HA抗体陽性によりA型急性肝炎と診断された入院患者10例

(男性6例、女性4例， 37.2::!::12.C漉)を対象とした。すべての患者は、発

症前までは健康であり、肝疾患の既往、免疫不全は認められなかった。 10

人ともA型肝炎の流行している地域への旅行歴はなかった。臨床的発症後3

日目から89日固までに糞便39検体、血清33検体が集められた。急性B型肝

炎患者2名及び健康人 2名から採られた糞便を陰性コントロールとして用

いた。また陽性コントロールとしてアフリカミドリザル腎細胞中で培養さ

れたKRM003型A型肝炎ウイルス粒子(化学血清研究所より供与)を用い

た。 HAV粒子の数はradioimmunofocus unitで示した。

2 血清ウイルスマーカー

IgM-HA抗体及び他のウイルスマーカー (HBs抗原、 IgM-HBc抗体)

は市販のキット(ダイナポット)を用いて測定した。

3. RNA抽出及びRT-PCR法

血清からのRNA抽出はChomczynski及びSacchiらの方法を用い

て行った (22)0 100μlの血清から抽出されたRNAペレッ卜は25μ|の滅

菌水に溶かした。糞便中RNAはPBSに懸濁した10%糞便溶液400μ|から

同様の方法で抽出した。

reverse transcription 及びPCRは既報の如く行った (45)。即

ち、 anti-sense primer (A3; TAGAGACAGCCCTGACAATC) 及び5単

位のAMV-RT(Boehringer， Mannheim， Germany)を含む30μ|の反応液

(dNTP200μM， 1 XPCR buffer [50mM KCI， 1 OmM Tris-HCI (PH8.3)， 

1.5mM MgClz， 0.001 %【w/v】 gelatin]中でcDNAの合成を行った。95

℃で 20分加熱して RTを失活させた後、 sense primer (A 1 ; 

AGCATGGAGCTGTAGGAGTC)、PCRbufferそして2単位のAmpliTaq 

(perkin Elmer Cetus Corp.)を加え全体を100μ!とし、 PCRを行った。

PCRの条件は94
0

C1分、 62
0

C2分、 72
0

C1.5分で30サイクルとした。二回

目のPCRは一回目のPCR産物2μIfこinternal anti-sense primer (A2; 
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TCCACTCAATGCATCCACTG)及び senseprimer (A 1 )各1μM，
dNTP200μM， 1 XPCR buffer， 2単位のAmpliTaqを加え、全体を100μ|
として一回目と同じ条件で行った。産物は6%ポリアクリルアミドゲル電

気泳動後エチジウムブロマイド染色を行い解析した。健康人の血清及び水

を、陰性コントロールとして用いた。汚染をさけるため、すべての試薬は

紫外線照射し、フィルターピペットチップ (USA/Scientific Plastics， 
Ocala， Fし)を使用した。結果は2回以上の測定で同じ結果が得られたもの
のみを採用した。

4.サザンプロット

PCR産物の特異性確認のため、サザンプロットを行った。産物を2%
アガロースゲルで分離した後、ナイロン膜 (Nytran，Schleicher & 
Schuell)に転写した。プライマ-A1とA2の聞に位置する19塩基のオリゴ
ヌクレオチドプロープ CA6;CACAAGGGGTAGGCTACGG )を
digoxigenin (Boehringer， Mannheim， Germany)でラベルし、ナイロ
ン膜とハイブリダイゼーションさせた。

Primers and Probe 
291 

A1: --. AGCATGGAGCTGTAGGAGTC 

562 
A3: ---TAGAGACAGCCCTGACAATC 

540 
A2: -.-TCCACTCAATGCATCCACTG 

2020 
A4: ----ACAGGTATACAAAGTCAG 

2226 
A5: ----CTCCAGAATGATCTCC 

378 
A6: -. -CACAAGGGGTAGGCTACGG 

A6A2 

A1→日日 A4→ 

亡二h q A5 

一一一_， I I ト一一-
non-codina 
~;g io-n-- .."， VP4 VP2 VP3 VPl 

図 (9頁のものに同じ) HAVゲノムの構造。本実験に用いたプライ

マ一及びプロープの位置を同時に示す。
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結果

1. PCR産物の特異性
最初にウイルス粒子を用いてRT-PCRを行った。図1は培養HAV及び

患者糞便から抽出したRNAを用いて行ったRT-PCRの産物を電気泳動した
ものである。両産物とも予想されたサイズ(250bp)で、あった(囲内レーン
1，2，3，6).サザンプロットを行ったところ、両産物とも19塩基のオリゴヌ
クレオチドプロープと特異的に結合した(図B)。

2. RT-PCRの感度
糞便中にはPCR反応を阻害する可能性のある物質が含まれている
(46)。このことを確認し、糞便中のHAV-RNAを検出する我々のシステ
ムの感度を調べるために、 HAV粒子の希釈系列を作製し、健康人の糞便と
混ぜ合わせた後RT-PCRを行った。図21こ示した通り、 HAV粒子10個を含
む100μ|のPBS溶液からHAV-RNAが検出された。糞便を加えたところ、
検出感度はHAV粒子10'個ハ00μlから10'個/100μ|へと低下したが、一
段階のRT-PCRよりも感度は高かった(10'個ハ00μ1)(45)。
3.糞便及び血清中HAV-RNAの検出
血清中HAV-RNAはA型肝炎10症例中6例(60%)の、また33サンプ

ル中9サンプル(28%)の血清から検出された。また糞便中HAV帽RNAはA
型肝炎10症例中5例(50%)の、また39サンプル中17サンプル(47%)の糞
便から検出された。急性B型肝炎及び健常人の糞便からはHAV-RNAは検
出されなかった。

さらに糞便中HAV-RNAがA型肝炎のどの時期lこ、どれくらいの期間
検出されるかを、感冒様症状の出現時を臨床的発症と定義して調べた。図

3に示した通り、 HAV-RNAは発症後3日目から89日固までの糞便から検出
された。発症から 10日固までの糞便に関しては、そのすべてから
HAV-RNAが検出された。 2症例においては、発症50日目以降も糞便中に
HAV-RNAが検出された(症例2，症例4)。
血清及び糞便中HAV-RNAと血清ALT値との関係を糞便中

HAV-RNA陽性患者4名について示したものが図4である。症例1では、
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HAV-RNAは発症後18日固まで糞便中で検出されたが、発症後24日目以降

は検出されなくなっている。症例2ではALTの異常が3ヶ月以上にわたって

認められ、発症後62日目時点で血清HAV-RNAは陽性だったが、 71日目以

降は陰性化している。しかしながら、発症後89日目でもなお、糞便中

HAV-RNAは陽性であった。症例3及び4は糞便中HAV-RNAが間欠的に検

出された症例である。症例3ではHAV-RNAが糞便中に発症後14，18，30 

日目の時点で検出されているものの、発症後25日目時点では検出されてい
ない。症例4では、ウイルス血症はALTのピーク時に認められるのみであ

る。 ALTは発症後32日目の時点で正常化したものの、糞便中HAV-RNAは、

発症後8，20日目で検出され、 22，28日目で陰性化し、 34，48，56日目で

再陽性化している。
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A123456  B123456  

画圃圃 ー250bp

図1 糞便中HAV-RNAのPCR法による検出。 A:6%ポリアクリル
アミドゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイド染色を行ったPCR産物。
A型肝炎患者の糞便(レーン1-3)、健康人の糞便(レーン4，5)及び培養

HAV (レーン6)から抽出したRNAからcDNA合成後、 PCRで増幅した。 B:
増幅された250bpのPCR産物はHAVゲノム配列特異的な19塩基対のプロ
ープとハイブリダイズしている。
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A 

『可?門甲・
• 

B 

-・ 250bp

I011061oEI041肘10210110010-1 101 106 loE 104103 10210110010-1 HAV TitcrS 

図 2 RT-PCRによるHAV-RNA検出系の感度。培養HAV粒子を

PBSと混ぜ合わせた後、健康人の糞便と懸濁しないもの(A)及びしたもの

(B)に分けてRNAを抽出した。逆転写反応に引き続き、 30サイクルのPCR

を2回施行したところ、 (A)の場合、100μl中に10個以上のHAV粒子を含

む反応液からはHAV-RNAの検出が可能であった。また109-切糞便懸濁液

(B)の場合、検出感度は低下したものの、 100μ|中に10
2個以上のHAV粒

子を含む反応液からは、 HAV-RNAの検出が可能であった。
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(，問う

1 0 

o 10 20 30 .JO ::0 60 (なケ)

図 3 HAV-RNAとA型肝炎の臨床的発症からの日数の関係。患者

10人中5人は血清糞便の双方からHAV-RNAが検出されている。また一人

の患者は刷清のみからHAV-RNAが検出されている。・=HAV-RNA陽性血清 口=HAV-RNA陰性血清
.=HAV-RNA陽性糞便 O=HAV-RNA陰性糞便
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図4 HAV-RNAか糞便から検出された代表的なA型肝炎症例の経過。
Case 1ではHAV-RNAは発症後18日固までの糞便からは検出されたもの
の、発症後24日目以降の糞便からは検出されていない。Case2では、糞
便中HAV-RNAは発症後89日固まで陽性であり、この間ALTの異常が持続
している。 Case3は臨床的発症後30日後まで間欠的に糞便中への
HAV-RNA排;世が見られている。 Case4も同様に間欠的に糞便への
HAV-RNA排池が見られるが、この患者の場合、血清ALT値が正常化した
後にHAVの糞便中への排池が再びおこっている。ALTの正常域は網線内部
である。

HAV， hepatitis A virus AL T， alanine aminotransferase 
K.U.， Iくarmenunits 
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考察

A型肝炎の経過におけるHAVの糞便中への排;世は様々な方法で調べ

られてきた。免疫電顕やラジオイムノアッセイを用いて調べると、 HAV抗

原は発症から2週間糞便中に検出される (34-41)。乳児の場合糞便中へ

のHAV-RNAの排池は6ヶ月間続く場合もあるとされているが (44)、免

疫電顕やラジオイムノアッセイを用いて調べた結果では、成人における糞

便へのHAV-RNAの排池期間は乳児よりも短いと考えられる (41)。

RT-PCR法を用いて我々は血清及び糞便中HAV-RNAを検出した。

以前の我々の成績によれば、 A型肝炎のウイルス血症はこれまで報告され

ていたよりも長期にわたって、即ち臨床的発症から2-7日固までは、認め

られる場合がある。糞便中HAV-RNAをRT-PCRを用いて検出した報告は

これまでも見られるが(24，47)、糞便中lこPCRを阻害する物質が含まれて

いる(46)とされているため、 HAV粒子を特異抗体を用いて固相上に吸着さ

せた後に、 RNA抽出が行われている。本研究では、 PBSに懸濁した10%糞

便溶液からRNA抽出を行った後に2-stage RT -PCRを行ってHAV-RNAを
検出している。糞便はPCRを限害したものの、我々の方法の感度は以前報

告した1-stage RT -PCRよりも良好であった(45)。

図3に示す通り、臨床的発症から 10日目以内の糞便は全検体

HAV-RNA陽性であり 、糞便へのHAV-RNA排j世が1ヶ月以上持続(3ヶ月

まで)する患者も見られた。実験結果から [1]HAVは約50胸急性A型肝

炎患者の血清中で、臨床症状出現後でも検出される。 [2]これらの患者
において、糞便中HAV-RNAは血清HAV-RNAよりも長期にわたって検出

される。ことがわかる。

A型肝炎の一部の症例は違延した経過をとることが知られている。こ

のような症例の場合、肝臓及び糞便中にHAV抗原が検出できる(48，49)。

今回の研究においても、症例2はALT値の異常が3ヶ月以上持続している。

患者の発症早期の糞便を調べることができなかったものの、糞便中

HAV-RNAは、臨床的発症後3ヶ月後も陽性であり、これは従来の報告

(44)と合致した所見である。また、興味深いことに、症例4はAしT値が
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正常化した後も2ヶ月間HAVの糞便への排池が見られている。さらに、本

症例及び症例3では、 HAVの糞便への排;世が、以前チンパンジーで見られ

たように間欠的に見られている (50)。従って、検体が臨床経過後期のも
のであっても、 HAV-RNAは糞便中に検出できる可能性が充分あるという

ことになる。 A型肝炎は一過性の経過をとる病気として知られているが、

本研究からわかる通り、肝機能が正常化した後でさえも、糞便中へのウイ

ルスの排;世が見られることがある。このような患者の糞便中HAV粒子に本

当に感染性があるかどうかの評価は必要としても、彼らが社会集団におい

て二次感染源となる可能性は充分あるといえよう。

多くのA型肝炎は、ヒ卜とヒ卜との接触を介して散発性に発生する

(51)。このような感染様式の危険因子として、 A型肝炎患者との同居、
同性愛、幼児との接触機会の多いことが知られている。新生児治療施設か

らの報告では、 HAV-RNAを長期にわたって排池している新生児との接触

の際に、感染防止の注意を払っていなかった職員の間でA型肝炎が流行し

たことが示唆されている (44)。同居している家族、入院患者、医療従事

者の間でも同じ様式で・HAVが伝播する可能性があることが、今回の検討か

らわかる。 A型肝炎患者と接触する場合には、仮に回復期にあっても衛生

上の注意が必要である。さらに、 A型肝炎患者と緊密な接触を持つ場合に

は、仮に診断が数週間遅れてもHAVワクチンなどの感染防御処置が有効か

っ適切なものであるとも言える。
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考案とまとめ

A型肝炎は通常一過性の経過をたどるが違延化する症例も時にある。

また、劇症肝炎を引き起こす場合もある。実際我が国における平成5年度

の厚生省肝炎連絡協議会の報告では劇症肝炎の100例中16例(16%)をA型
肝炎が占めており、その割合が年々増える傾向にあることが知られている

(52)。従ってA型肝炎は、大流行の見られる発展途上国ばかりでなく、

我が国においても、現在もなお問題の疾病であり、その予防が重要である

と考えられる。

我が国におけるA型肝炎は、下水道の完備もあって、最近は感染様式

として施設内や家族内での二次感染が問題となることが多い。前者につい

て、例えば奈良らの報告によれば、精神薄弱者の施設では10ヶ月間にわたっ

て患者の発生が続いたことが指摘されている (9)。また後者について大

山らはA型肝炎の 1家系2家族8名に3ヶ月間にわたって患者の発生がみら

れたことを報告している (10)。これらの報告からは、 A型肝炎患者の糞

便や体液へのHAVの排池は、従来考えられているよりもかなり長期にわた
る可能性が示唆される。実際、今回の検討でわかった通り、血液でも発症

から1週間後まで、糞便では発症から3ヶ月後までHAVの排池が見られる
ことがわかった。

A型肝炎の場合、肝機能異常が遷延する場合、さらにはALTが二峰性
の変動をする場合が知られている。前者の例が第二章の症例2であり 、

ALTが正常化に向かう直前の時点で血清HAV-RNAが検出されており、
ALTがほぼ正常化した発症3ヶ月の時点でもまだ糞便へのHAV-RNAの排
;世が見られている。また井上らはA型劇症肝炎で10ヶ月間肝機能異常が遷

延し、肝組織がCAH2Bである例を報告している (53)が、この症例の葉
便中HAV-RNAを私が測定したところ、発症後10ヶ月の時点でもまだ陽性
であった。また私の検討した症例では後者即ちALTが二峰性の変動を示す
例は見られなかったが、匂ogrenらの報告によれば二峰性の変動を示す例

においては、 ALTの再上昇時に一致して糞便へのHAVの排;世が見られると
いう (49)0 ALTが二峰性の変動を示す機序についてはこのようにウイル
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スが長期にわたり感染している可能性の他にウイルス感染により誘発され

る免疫反応の関与も考えられているが (54-56)、いずれにしてもこれら

の結果からは、肝機能異常が見られる時点では糞便へのHAV排;世は持続し
ている確率が高いと考えられる。

さらに第二章の症例4が示すように、肝機能が正常化した後も糞便中

にウイルスの排j世が見られる症例が存在することも判明した。このような

症例で本当に肝臓内あるいは腸管等他の臓器でウイルスが増殖しているか、

さらに糞便中に排;世されるHAVに本当に感染性があるかどうかは不明であ
るが、 A型肝炎で肝機能が正常化した後でどの程度の頻度でどの位の期間、

糞便中へのウイルス排;世が持続するかは、さらに症例を増やして検討する

必要があると恩われる。さらにA型肝炎患者の2割程度に見られる (57)

不顕性感染者や健常者の中に糞便中へのウイルス排;世が見られる者がある

かどうかも、重要な問題である。

今回の検討で、 A型肝炎のウイルス血症及び糞便へのウイルス排;世は

従来考えられていたよりもかなり長期にわたる場合のあることが判明した。

持続して排池されるHAVに感染性があるかどうか否かは検討が必要である
が、特に糞便の場合は臨床的には治癒と考えられ、患者が家庭や社会に復

帰する時点でもなお、 HAV-RNAの排;世が続いており、二次感染源となる
可能性を示すことができた。従って患者が発生した場合、接触の機会があ

る人は特に注意が必要だし、診断が確定した時点でA型肝炎ワクチンの接

種をすることも考慮するべきだと恩われる。
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