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本研究は新興感染症の 重症急性呼吸器症候群(S A R S) と鑑別を要する病原体との鑑別診断

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
′ 核酸増幅法の L A M P 法

を用 い て S A R S c o r o n a v i r u s と H u m a n c o r o n a v ir u s 2 2 9 E , h 臥1 e n Z a V i r u s A 伸′
M y c opl a s m a

p n e u m o ni a e とを鑑別する系を開発す る ことを試み たも の であり′ 以下の結果を得て い る ･

1 . リア ルタイム P C R 装置を用 い て ′ 反応の極めて早 い段階に串い て増幅反応を検出する

手法を考案し
′
プロ グラム として実用可能に した .

こ の結果 ′ 十分な核酸量があれば′ 反

応開始から 1 0 分噴から陽性の結果 を判定す る事が可能とな っ た I

従来の核酸増幅法( R T - P C R 法) による R N A の検出で は′ 反応開始から 1 0 分程度の 時

点では
′
まだ逆転写の過程の途中で あり′ 増幅反応を確認するまでの所要時間にお い て ′

既存技術の 限界の 1 つ が克服された .

2 . 病原体検出の L A M P 法プライ マ ー がそれぞれ′ 鑑別対象の病原体 の み を特異的に検出

す る こ とを確認 した .

3 . R T - L A M P 法に よる検出系の検出限界が従来法で ある R T - P C R 法に よる検出限界に 匹

敵する事を確認 した .

4 . 複数の検出系の 検出限界を
′ 同

一

の検体を用 い て相互 に比較する事を目的と して ′ 2 つ

の異なる検出対象配列を繋い だキメラ核酸それぞれ作製した .
これらのキメラ核酸を

用 い て検出系を相互に比較す る系を作出し′ 比較が可能なこ とを確認 した .

こ の キメラ核酸の検出対象配列 の
一

方に ′ 既存の 高感度定量法( A m p li c o r 法) の検出対

象配列( H I V l の
p
2 4 配列) を用 い

′ 既存の定量法に よる定量も想定した系と した ･

5 . 上述の 比較系を用 い て
′
それぞれ の L A M P 法プライ マ ー を相互 に比較 し

′ 検出能力に

優れたプライ マ ｣ を選別す る方法論を確立 し
′ 鑑別対象に挙げたそれぞれ の病原体を検

出する優れたプライ マ ー をそれぞ
■
れ得る こ とができた .

6 . キメ ラ核酸をパ ッケ
ー ジ した M I Ⅳ ベ クタ ー を作製し′

こ れから得られ る核酸が検出対

象と して利用可能な事を確認 した .

ベ クタ ー 内の R N A は′ R N A 分解酵素に富む 生体試料に混入 して も保護され るため
′
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｢疑似検体｣ と して利用す る こ
■

7

とが可能で ある ･ こ の ような ｢疑似検体｣ は
′
S A R S の場

合の ように臨床検体 の入手が事実上不可能な場合 に
′ 安全性 の高い代替品と して研究

開発に用い る こ とが可能である ･

以上′ 本論文は L A M P 法を用い た核酸増幅法に よ る′ 病原体の迅速な鑑別診断系を作製す

る際に必要とされる基礎的な方法論として
′ 増幅反応の 反応の極めて早期における迅速判定′

プライ マ ー

(検出系) の検出限界の キメ ラ核酸を 軌 ､ た 厳密な相互比較′ M L V ベ クタ ー

によ

る安全な疑似検体の提供の方法論をそれぞれ確立 した･ その 上で ′
こ れらの方法論に基い て

複数の対象病原体に対す る′ 迅速な鑑別診断系を確立する こ とに成功した･
こ の方法論で得

られた成果は検出限界′ 検出時間のそれぞれにお い て′ 軍報の L A M P 法に よ る検出系の報告

との 比較にお い ても優れて い る. 本研究に おい て 開発された こ れらの 方法論とその成果は
′

核酸増幅法に よる病原体の迅速診断法の 開発におい て重要な貢献をなすと考えられ′ 学位の

授与に催するも の と考えられる.
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