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重症急性呼吸器症候群(S A R S) は2 0 0 2 年1 1 月から8 ケ月間に世界 2 6 ケ国で流行し
′
9 ･6 % の

高い死亡率を記銘 した新種の コ ロ ナウイルス ー S A R S c o r o n a v i r u s 一 に よる伝染病であ る ･

本症候群 に対 して適切な治療 ･ 予防の方策を講じる ためを羊は感冒や市中肺炎と鑑別する こ と

が重要であ るにもかかわらず′ 非特異的な気道感染症状を呈するため′
こ の鑑別は困難で あ

る.

一

般に病原微生物の存在は抗原ある い は核酸を検出する こ とで証明で きるが′ より感度

が高い の は核酸を検出する方法で ある .

本研究では核酸増幅法の うち感度 ･ 特異度に優れる L A M P 法を用 い て
′
こ の鑑別診断を迅

速に高感度 ･ 高時具慶で達成する系を確立する こ とを目的と した . L A M P 法は頻用される

p c R 法に基づく方法に比 べ て費用 ･ 時間 ･ 手技の容易 さ におい て も利点を有する核酸増幅

法で ある .

S A R S c o r o n a v ir us と′ 鑑 別対 象 の H u m a n c o r? n a v i r u s 2 2 9 E ′
I n n u e n z a v i r u s A P ,

M y c opl a s m a p n e u m o n i a e に対する L A M P 法プライ マ ー をそれぞれ設計し
′
そ の感度

･ 特異塵

をそれぞれ の 病原体から抽出した核酸を対照と して Lig ht C y cl e r 装置上で評価 した ･ あわせ

て , 高感度定量法(A m pli c o r 法; R o c h e D i a g n o sti c S y st e m s ′
I n c ･) が確立 して い る H r V - 1 由

来の p 2 4 配列 と我々 の検出対象配列とを連結したキメラ核酸をパ ッ ケ ー ジン グした M l Ⅳ ベ

クタ ー を作製した . こ の ベクタ ー から抽出した R N A を 剛 ､ て H Ⅳ - 1 由来の
p
2 4 配列に対 し
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て設計 した L A M P プライマ ー の感度を基準と して ′ 各々 の L A M P プライ マ
ー の検出感度を

相互に比較 した . また
′
in vit r o 転写 したキメラ R N A の 希釈系列を用 い て o n e - st e p R T - P C R

法によ る検出限界と R T - L A M P に よ る検出限界 と の比較をお こな っ た .

まず′ L A M P 法にお ける核酸の増幅を反応の早期 に判定する方法を考案 し′
コ ン ビ ュ

■- タ ･

プロ グラ ムと して 実装 した . こ の判定法により′ 十分な核醜量がある場合に は反応開始から

1 0 分程度で結果 の判定が可能とな っ た . こ の ように反応開始から早 い 時点で陽性の結果が得

られる事は
′

一

刻も早 い対応が可能となり′
S A R S の迅速診断の 場合に は非常に有用である と

考えられ る .

設計 したプライ マ
ー

はそれぞれ目的とする病原体を特異 的に検出で きた . 検出感度(検出限

罪) り定量的な評価に つ い ては ′ 対照核酸の調製方法によ っ て ばらつ きを認めた が
′ 病原体か

ら抽出した核酸を対照 とした評価で は高感度の も の で は 1 0
2

[ c o p i e s/ji 応】の オ ー ダ ー 以上 の

感度を認めるものもあり′in m

'

t r o 転写 した R N A を対照 と した場合に は 1 0
1
[ c o

p
i e s/ 反応】の

オ ー ダ ー

の感度を認めた
.

. M L V ベ クタ ー から抽出 したキメラ R N A はキメラの 断片の それぞ

れに対するプライ マ ー

で特異的に検出可能で あ っ た . また
′ 検出限界 の比較の結果′

R T - L A M P

法は R T - P C R 法と同等以上の検出限界を有する こ とが示された .

以上 ′ L A M P 法を用 い て上記 の病原体を特異的かつ 高感度で
′ 迅速に鑑別で きる系を開発

した . L A M P 法にもとづく こ の系の検出限界は R T - P C R 法と同等以上で ある こ とも示さ れ

た ･ L A M P 法の実行ならびに結果 の判定が容易で ある事に加 え
′ 従来り P C R 法にもとづく方

法と同等以上の感度を有す るとい う′
こ れら の結果から′ 本研究の成果は迅逐診断系と して

の利用に適 したものと考え ら
.
れる .

さらに
′
H I V l 由来の p 2 4 断片と検出対象配列から成るキメラ R N A と

′
こ のキメラ R N A

をパ ッ ケ ー ジ した M I Ⅳ ベ クタ ー を作製 し
′ それぞれの R N A が L A M P 法で特異的に検出可

能な事を確認 した . こ の キメラ R N A の段階希釈系列を用 い て′ それぞれの検出対象配列に対

するプライマ ー の検出限界を′p 2 4 に対するプライマ ー

の検出感度を基準と した尺度で ′ 相互

に比較す る系を確立する こ とができた . すなわち′ 同
一

の検出対象を用 い て複数の検出系を

比較す る事が可能とな っ た .

さ らに ､ H I V l 由来 の p 2 4 断片は既存の高感度定量法を用 い て定量 する こ とが可能で あ

る ･ こ の ため′
こ のキメ与核酸をパ ッ ケ ー ジした M Ⅳ ベ クタ ー を混入 した鼻汁や血清などに

混入 した試料は , その 中の ベ クタ ー

粒子数を定量可能な ｢疑似検体｣ と して用 い る こ とが可

能で ある t こ の ように
′ 既存の定量法を介して

′ 汎用的に 関心の対象の核酸配列を有す る ベ ク

タ ー 粒子 の定量を生物学的力価で はなく′
･粒子数(核酸の コ ピ ー 数) で定量する こ とが可能と

な っ た ･ 数的に定量が可能なこ の ベ クタ ー を用 い た ｢疑似検体｣ は
′
S A R S の ように臨床検体

を入手で き 凱 ヽ際に
′ 安全な ｢疑似検体｣ と して検出法の研究開発などに応用 が可能と考え

られる .
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