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Cf,71lETrforMo/t,CzLlarBtL()/()g)Jlaft(IC_ylogt,I.I(･It-lS.SHL.Iftr.

lnordertodetectenterovirusandrhinovirussequencesasseparatelyfor･thevirus

generabysingletestofRT-PCR (reversetranscription-polymerasechainreaction).two

Setsoftheprimerswerepreparedc()veringthe5′-NTR(nontranslatedregi()∩)t()theVP4

inthevirusgenomeforamplification. Thesequencesselectedfordetectionincludeda

deleti()∩()fca.120b(bases)stretchintherhin(lVirusgennmes() ast()gettlleProducts

separateintheelectrophoreticmobilitiesforeachvirusgroups.Thefirstsetoftheprimers

consistedofP3(5′-(a m JAATW AAT13′)andP5(3 ′--G T m ATCAm AA-

GTG-5′)andthesec()ndwasofP4(5′-ACTTTGGGTGTCCGTGTTTC-3′)andP5;the

P3andP4(foraclosersitetotheP5comparedtotheP3site)werecomplementaryto

thesequencesinthe5'-NTRof95-100%h()mologyandP5beingintheVP4region
c()mplementalYtOthesequenceof60L-90% homologythroughthetwovirusgroups,each.

Byc()nsideringtherelativelylowhomologyinthecounterT)artSite,theP5primerwas

employedforinitiationoftherttversetranscriptionatalowtemperatureof37℃forpromoting

theprimerannealingtothetemplateRNA. Whenappliedtotheprototypestrains.the
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P3-P5primersgaveasinglehandequivalentto46()bDNAfortheenter()viruses(4 3 ::14 4

serotypes)andthatof340bDNA fortherhinoviruses(針8serotypes上 thuse n a b lin g to

easilydiscriminatethetwovirusgroups()ntheseparatemobilities()ftheprcducts, S imi la rly ,

ofthevirusgroups. Oftheseexperiments.authenticityoftheproductswasconfirmed

bybasesequenceanalysiswithselectedproductsam plesfrom theexperimentalgroups.

Theprimersprepard wer･ealsoComparedfortheeffieienciesofヽ･irusdetectionintheclinical

Specimenswiththetissueculturemethodforvirusis｡latiotl. Positi＼でratiosresultedwere

effectiヽ,cfor1-aロidanddiscrimillativedetectionofenterovirusesalldrhino＼,irusest(Itlle

laboratorydiagnosis.

Keywords:Enteroヽ,jruses.Rhinoviruses,R′トPCR(r･eversetrallSeription-pt.11叩1cmSCChain

rcactionl.RNAdetection

chainreactinll),RNA検出

緒 m

ヒト･エソテロウイルスはポリオウイルス (3血清型),

エコーウイルス (30血清型),コクサッキーウイルス (A

群23血清型.B群6血清型)並びに固有エンテロト7†′L-

ス (4血清型)より成り,ポリれ 無菌性髄膜嵐 心厳

莱,-,Lバンギ一一十 急性出血性結膜炎などを起こす.

またライノウイルスには113血清型以上が知られ,冬季,

普通感冒 (鼻風邪)を起こすl).これらエソテロ,ライ

ノ両端巾イ′しス感染症の実験専診断は通常,患者検体

(糞便,含軟水.'咽頭擦過軌 血液.髄液,結膜擦過物)

かL､･)のウlJL･ス分離,並びに患者組血清 (急性軌:回復

那)における抗体価有意上昇検知iこよって行われる. し

かし.ウ(′レス分離には分離ウ1'Jレス型別同定を含め最

低l過問.また組血清による抗体価有意上昇検知には最

低2週間を要する.両属･L71ル71感染症の実験室早期診

断をこぼより迅速なウイルス検出法の開発が望まれる.

このことに関連.最近開発された Reversetranscrip-

tion-polymerasechainreaction(RTIPCR)法2131は,

RNA逆転写増幅法として迅速であり､また特異性.及

び感度に優れ ウイ′しス病の実験室早期診断に利用でき

る可能性がある.

1990年,Rottxertは単一ブラ1'て一一セットを用いた

同法により,血清型を通じ塩基配列相同性の高い 5′-NTR

(nontranslatedregion)内特定領域を増幅対象として

ェyテロウイルス11血清型 RNA を検知,この可能性

を示癒 した隼 以降,エンテロウイルス RNA検知を

目的とする RT-PCR法に関 しては感度改良,-般化

の試みなど多くの報告がある5)-26),また同様の試みは

ライノウイルスについてもみられ この場合,57-NTR

は芝ソテロ,ライノ雨属ウイルスを通 じても高い塩基配

列相同性を示すことから,同領域を対象とする単-プラ

イて一一一-ト J卜によJ)両rL7lJLこく属を併せ検知することも

可能と報告されている. しかし,これまでの報告では,

得られる産物は両属ウイルスを通 じ常をこ輝魁の塩基長を

示 し5)16)25),産物分子サイズをこよっては血清型,亜属

識別は無論.ウ1'ノしスの属別判定も困難でかった.

本研究ではこの点の改良を図り,共通プライマ-せッ

トを用いた RT-PCR によるIT-ンテロ.ライパ両属ウ

イ′Lスの属別検知を試みた.う･(ノ巾イ′レス5′-NTR3′

端末領域にはエンテロr?(′L7Jpf)そIlに較べ約 12O塩基

長の欠落がある (Fig.I).(7イ′して遺伝:=f･増幅対象簡

域として当該欠落区間を含む 5㌧NTRからVP4領域

iこ及ぶ区域を設定.両罵り[′LInT)間で産物サIズに差

を生じるように工夫したことによる.この場合,＼JP4領

域内プライマ-対応塩基配列相同性は雨ウイルス属の間

で60-909/O/台に止まるが,当該プライマー--を逆転写のそ

れに用い,また逆転写反応温度を比較的低温の37℃とす

ることで所期の目的を連することができた.得られた結

果を関連知見と併せ記載.考察する.
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材料及び方法

ウイルス材料

エソテロウイルス標準株,並びにライjウ車 レス分離

味はエスア-ルエル社で保存のものを用いた.また非特

異対象ウイルスはA型肝炎ウイルスなど7種を履いた.

同L{く同社保存のもt')である.こか!､)を Tablelに掲

げる.ウイルス材料は常法をこ従い細胞培養により増殖,

その-怒感染価標品 (1が-106TCⅠDSO/ml)を実験をこ供

した.｢､7(,Lス検知用臨床材料 (髄液､咽頭拭い液,糞

嵐 及び血清)は180℃凍結保存のそれを用いた.材料

別件数は髄液46件,咽頭拭い液3郎二巨 糞便8件,並びに

血清4件である.

RNA抽出
検体かLl-､ハ RNA柚.Ltj,は acidguanidinium-phenol-

chloroform (AGPC)法27)に基づ くRNA 抽出キット

(Iso宮em,ニッポソジーソ故)によった,基本手順はグ

アニジンチオシアネー ト変性,フェノ-汁/クロロホル

ム軸と払 次いでイソプロパノール沈澱である.各種ウイ

ルス標準株,並びに分離株からの RNA 抽出は感染細

胞培養上清 0.1mlを出発材料 とした.糞便は PBS

(phosphate-bufferedsaline.pH7.21中1OOd麿 砕試料

3､仰0回転10分遠心上清.咽頭拭い液は擦過綿棒の 1ml

Hallk●sBSS(balancedsaltsolution)浸満試料,各 0.I

mlをそれぞれ RNA 出発材料とした.

プライマー設定

実験使周プライマ-,並びをこプライマ-位置をポリオ

ウ1'/L7{1型 (Mahoney扶l遺伝子に対比 Fig.1に

掲げる.逆転写71う .(て1-20塩基配列 (Rel,erseprimer.

p5:3′1ニTTCTGGGATCATTTAAGTG15',ウイ/i

スnt884-903対応)はエンテロ､ラ仁ノ両属巾fJレ-A

VP4領域内高度相同 (60-1000･｡~).且つ GC 含量40

-60%配列対応を粂件として設定 した.当プライマ-は

また逆転写後の f〕CR プラ(て-でもある.5′-NTR対

応プライて-20塩基配列 2種 (forwardprimer,P3;

5′<,GCCCCTGAATGCGGCTAAT-3′.ゥ†JL･ス nt

44㌻468対応.並びに forwardprimer,P4:5′･-ACI､-

TTGGGTGTCCGTGTTTC-3′,r7(ノレス nt543-562

対応)も両属 巾1JL･ス 5'-NTR 内高度相同 (95･-100

%),且つ GC 含盈40-60%配列対応を轟件として設定

した.それぞれのブラ1'て一七･t./卜による RT-PCR は

産物として P3-P5によるときエソテロウイJLス,:約460,

=JIノウイ′レス:･ノ約 340.また P4-P5によるときIT//

テロウ(′LT乙.:･1′約 340,ラ1'ノウイJLス了̀約 220,各塩基

Table.I(a)ExperimantalUse

Genus/ SerotypeSubgenus

PotiovirusEchoVirus ま231234579n121314151617181921222425293031
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Genus/ Ser(ーtyPtゝSubgenus

CoxsackiVirus 23456791016241234567071

Table.1(b)ControlUse

Virusspecies

HepatitisAvirus

HepatitisBvirus

HepatitisC ･ヽirus

C),tc■megar()ヽ･irus

Herpessimplexl･irustype1

Varicella-zoster･virus

長 DNA を予想 した.5′-NTR対応プラ(て一設定を

2種としたのは増幅範囲差をこよるウイルス検知効率を比

較するためである.

frr-PCR法

方法論基本は HartLL-3､によった. この場合,対象

ウイルス属を通 じ逆転写プライマ-対応塩基配列相同性

が6(ト90/0/.'に止まることから反応温度設定を逆転写反応

温度範囲[1l,比較的低温37℃とした.ブラ1'て一.1ウl

JLス RNA･7'ニー-リンデ効率を高めるためである.具

体的手順は RNA 分画 10/Llを RT反応液 10FLl(終

濃度 ;50mM Tris-HCIpH8.3,75mM KCl.10mM

Inthiothreitol,3mM MgCl2,1U:･･･′IL1RNaseinhibitor.

0.5mM 各 dNTP,1LUILIM-MLV(moloney-mur･ine
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卜nterl汀汁日､(～･iht'Jト呈､一

Iihinm.in;ゝf～_31日hri

卜nlCl-I)ヽ･h-uヽ I～.lJ.~叫-)

1ミ:rl主IIL)､･TrLlit～エコrJhTlJ

L73: 5̀(i(-J(1(:('(~T(iAl＼r(ill(i(i(.'11̂.AT ミt LJ:t汀≠.･lrtlI)Timer)
I-4: 5-A(TTT(ill,(i■lてiT(I(1(iT(iTT't'(1.I- ('l:｡rWilTLlprlmLtrI
I-5: 3'(l'■IJlt､'Jl(i(i(iÀrLl,tTTT.̂̂ ('TT(i5- (JミnIC-1→Llf､TjTr!Ll;-)

Fig.1 tつiこlgrammaticrepresentationofpiぐ(汀n;LVirusgenomealldR′トPCR
pI･Oducts.
5′-NTR:5′nontranslatedregion:VP･4to3D:subgenomicregions

accordingtofunctionalmoieties･Rhino､･irusgenushこ-SaSPOtted
deletionof120nucleotidesatthe3I--side(-f5′-NTR･

leukemia～,irus)逆転写辞鼠 並びに 50()nM 逆転写

で反応液全量を PCR反応液 50/Jl(終濃度 ;10nlM

Tris-HCIpH8.3,50mM KCl,1.5mM MgCl2.0･01

,916)ゼラチン,1.25UTaqDNA ボl)メう-ゼ,0･2mM

各 dNTP.並びに 200nM 各ブラ[て-)と混合,PCR

に処 した.PCR は変性94℃･･1分,-pr'ニー りング55℃･:

1分,伸長72℃:/:1分,を単位サイウ′LとするLmサ イケ

ルによった.

Frr-PCR 産物検出.確認

より泳動 (7V:/cm,40分, ミ:l一一ビ･ソト コスモバイ

オ社),泳動後ゲJLをエチジrJ7ムイTlて(ド溶液 (0.5ILg:Ll'
ml日こより染色,紫外線照射 (254nm,6mW:pcm 2, ト
ランス11′しミネ---/i- TM-40,7ナニ)シ社)による産

物可視バンド泳動慶を分子塵マ…か -のそれと比艶 所

期の産物であることを確認 した.

塩基配列決定

RTIPCR最終反応液より産物をェ々ノー′L沈澱法に

より回晩 ダイデオキシ法28)によりサイクルシ-クエ

ンス反応29-に処 し,SephadexG50quickspincolumn

(B(杷hringerMannheim 社,USA)により余剰標識物

を除去,最終試料につき塩基配列を 373AI)NASeque什
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競合 RNA

統合反応による RT-PCR特異性確認,並びに試料
RNA定量を目的として調製 した.調製手順を ng.2に

模式図として掲げる.ポリオウイ′L｢り 型標準株 RNA

を増幅対象とし くnt魂9-903),プライマーとして2種

セット,① 増幅対象額城中 nt449-768を直接増幅対

イマ-3f端をこ戯 mHIsiteを付加 したもの,② 増幅対

象領域中 nt669-9O3を直接増幅対象上し,5′側7nう1'

7-5′端に 蝕 11ZHIsite,31側-7L-～ぅ1′て--3′端に Lj･()RI

産物を得た.図示の如 く,雨プライマ…也ットによる産

物は共に nt669-768.100塩基配列を保有する.以降,

両産物を 蝕TIZHIsiteにより連結.pCRII発現べ')乍-

を介し RNA に転写,輯合 RNA 上した.調製原坪に

従い韓合 RNA は 11t669-768.100塩基配列を順列重

複保有する.当該配列盈擾保有は競合試験をこ際し,競合

RNA に基づくRT-PCR産物と被検試料をこ基づくそれ

を分子サイズ差 (100塩基配列)により識別するためで
ある.

頼合 RT-PCR
具体手順は Gillilandら30)に従った.吸光度 (A2番O)

により 10こ1分子相当競合 RNA 原品を調製,1()倍階段

希釈被検試料Cこ添加,前出方法論iこよi)Rl'-PCR を

実施,産物泳動 シグナル強度を焼食 RNA によるもの

と被検試料 RNA によるもので比較,両者間等強度を

与える被検試料希釈度において輯含RNA,被検試料 R-

NA,同等濃度で存在するものとしサこれに基づき原審

検試料 RNA量を算出した.

結 果

1. 共通プライマーによるエンテロ,ライノ両属

ウイルス識別検知

培蕪細胞増穂IT･ンテロ,ラ.(ノ両罵り(ルス株 1031105

1､CID5｡含有試料より RNA 分画を調製.RT-PCR に

(a)に掲げる.増幅産物は 1種を除 く被検エンテロウ

イ′しス43種全てにつき単一サ (ズ.同等強度.約460塩

基長 Ⅰ)NA 相当バンドとして検知された.シブナJL陽

性エソテロウイルスはポリオウイルス1-3敷 くpoho

1-31,エコー.IrLJイ′レス1-J5､7,9,ll--19,21,

24.25,29-31,各型 (Echo1--5,7.9,ll-19.

21,24.25,29-･31),A群 コ･ケサ･L/辛-I-ウイ′LIZ.2-

7.9,10,16,24各型 (CoxsackieA2･-7,9.10.
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16,24),ti群二1ヤサ-Iキ一･一ウflLス1･-6,各型 (C()-

xsackieB 1--61,並びに固有エンテロ巾 (/しス70及

エコーウイルス22塾では増幅シグナルは検知できなかっ

た.山方ライノウイルスをこよるときは増幅シグナ瑚 ま約

34O塩基良 DNA 相当ベンド,エンテ[】ウ1'′L-くによ

るものとは明確に泳動度を異にするそれとして検知され

た.当属をこ関 しては増幅シグナルは被検 ライノウイルス

全型につき検知され 泳動度.並びに強度は各rl/1'/レーJt

験では検出系特異性確認の一環としてA型肝炎ウイルス,

B型肝炎巾(/Ll八.C型肝炎r17TJL-ち.サ(トメガロウ

イルス,単純ヘルペスウイルス1塾,及び水癌帯状痛疹

r17･lJL'八を実験条件にて調馳 RT-PCR に供 し非特異

対象としたがこれらに関 しては増幅シグナルを全 く検知

しなかった.

ブラTT一一七･.J卜P41P5による結果を ng.3(b)に

掲げる.党の実験と同-条件により,プライマーセット

P3-P5によるものと検知効率を比較するため実施 した

実験である.当プライマーセットによるときはエンテロ

ウイルス検知 シグナルは約 340塩基長 DNA 相当バン

ド,またライノウイルスのそれは泳動度を興にする約220

塩基長 Ⅰ)NA 相当バンドとして検知 された. しかし,

シグナル陽性ウイルス種,並びにシグナル強度に関 して

は前出プライマーセットによる結果との間に差は認めら

れず,同等の知見を与えた.

2.増幅産物の確認

プライマー七･LJ卜P3-P5,P.トP5,それぞれが対応

ウイルス RNA 配列そのものを増幅することを魔物の

塩基配列解析により確認 した,産物塩基配列を同定 した

ウイJLス種はイう(7----t･_.J卜P3-P5によるもLIT),P4-

P5によるもの,共にボりすr)[′して3血清型 し1-･3

型),_T･ニト-rLJイノL-̂15血清型 (1･--･5､7,9,ll,13,

1私 16,18,19,2も 及び25塾),A群 コタサッキ-ウ

･･lJL.ス8血清型 (2-6.9,1O.及び16型),B群 =]

クサ･-キ-r171',レ715血清型 (1--5型).固有エンテ

ロウイルス2血清型 (70及び71塾),並びをこライノウイ

･L-ス1血清型 (1型)である.これらの内,ポりすウイ

ルス3血清型 日 -3塾),Å群コクサッキーウイルス

1血清型 (21型),B群二]ク十･ソキーウイ′しス 1̀血清型

(1,3･-5型),固有エンテロウ1'JLス1血清型 (70型),

並びに;ラ(ノr171'JLス1血清型 (1型)に関 しては結果

両者基本一致を確認した.その内,プライマ-セットP3-
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l;{--町吋 ):t=-:i･.;:.1:-i!二-:::-

HE'ndIIIsite.P3 BamHIsiLe･P6
⊂===コ ⊂==:コ

⊂===コ ⊂==エコ
P7･BamHIsite P5IEcoRIsite

I)(Ilkllヾ1ngmt.ldil､iL･Jilrillli.r､

BamHl

:■トA-I:

EcoRI■一ヨHindIII

ll

BamHl

i EcoRI

通廊 Sぬ n andli霞ation

BanHl

I

+ A+ +A+

f画ti州l()lrこItlヽし､ILipti川日でCIOr

ln＼･itr(-1mnSCripti川1

+A++A+

C川1叩Lltitt)rRNA

556bp

556bases

Fig.2 PreparationofconlPetit()rRNAwittl100basesduplex.

mTldlrlsite･P3:forwaTTIprimer(5'一七TACAAGm GGCCCm AATG-
CGCm AAT-3′);蝕 HtHIsite･P6:forwardprimer(5′-TCAGGATCC-
AAAACTCTGTATCAAATGGG-311;P7･劫 tlZHIsite:reverseprimer
(3'1ニTCCAAAGTAGTGTCTTTCACCTAGGA-5');P5･Eh)RIsite:

reverseprimer(3′一石TTCTGGGATCATTTAAGTGCTTAAGT-5′):
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Polio Echo
H 1 Z 3 1 2 3 4 5 7 9ll1213141516171819

Echo CoxsackieA
N21222425293831Z 3 4 5 6 7 9181624

Coxsackie ら EnteroRhino

bp

.･､::= ミ

872-

603-

3】0＼
281-

言3:I:ニ

H ⊂H HS VZ Pl

悠 ~享

Fig.3 RT-PCRpl-ndLユ(､tsf(川owinL,州111吊i(..rlti(-nofRNA deri､,edfr(_一m

standard(enteTOVimSes)andcl血豆C級呈蝮 主solated(rhinoviruses)strains
usingP3-･t~)5しこl)orl'･1-1〕:-i‖)iI)rilllerS.

M:molenJars血 mこlrkL-ドLt状17-/1JIut.‖1diL,eSt∴ Polio:polioヽ,irus;
Ⅰ-.1･ch(-:ech(一､･irus;し'いXSこlkiUA:ぐ｡XSaekiL,ヽ･irusgroLlPA:Coxsakie
B:C(-xsとlLlkieヽ,il･し1トgr()uPLミ;IT.ntero:PnterO＼･･iI-LlS:Rhino:rhinovirus:

grL-UIL)S･し､M 二(丁〉rtM-1t､L,ar(汀irus:HS:Herpessimtllex＼,irust〉Ipe

l:～,'Z:～.'こIricellt･1-ZOStLナ一.､.irus:HA:HepatitisA ･ヽil-u_i:HB:llepatitis
r3､-irus;HC:トkpこttitisC -ヽirusこa-1dPl:Polioヽ,itllStype 1.

639



640 新潟医学会雑誌 第 111巻 第10号 平成9年10月

N⊂HHSVZPl

津 き



川俣 :RTIPC民法をこよるエソテE3ウイルス及びライノウイルスの検出系

p5によるポリオウイルス1塾,及びライ}ウイルス且

対応塩基配列は456塩基長 cDNA として.またニラ1′′

rL7lIして1型対応塩基配列は338塩基長 LIDNA として

対応塩基配列自体が特異的に増幅されていることを認め

た.

3. RTIPCR法によるウイルス検知効率と培養

細月割こよるウイルス分離効率

当研究の目的は迅速実験室診断の-環として共通プラ

イマ-セットによる臨床検体エンテロウイルス,並びに

ライノウイルス属別検知条件を提供することにある.方

(nt) 449
POLL-P GGCCCCTGAATGCGGCTAAT
POL1 GG(CC⊂TGAATGCGGCTAAT

POL1-P CG(AAGTCCGTGGCGGAACC
POLL CGCAAGTCCGTGGCGGAACC

POL1-P GTGACAAT(ACAGATTGTTA
POL1 GTGA(AAT(ACAGATGTTA

a

POL1-P ATCTGm G(TGGATTCGCT
POLl ATCTGTTG(TGGATCCG(丁

(((AACCTCG
((CAAC〔TCG

GACTACm G
GACTA(¶TG

TCATAAAGCG
TCATAAAG(G

CCATTGAGT(;
CCA口GAGTG

641

法論は特取性に優れると同時iこ感度においても従来のウ

イルス分離法に劣ってはならない.臨床検体96件を対象

とL RT-PC民 法によるウイルス検知効率予通常培養

細胞によるrlJlJLTく分離効率を比較 した (Table2).

脳脊髄液 (CSF)を対象とするとき,RT-PCR による

検知効率33.16し71.70｡1.細胞培養による分離効率28.･

46(_60.9Pol.以下同様に咽頭拭い液 (Swat芯):ft′トーでR

1)738し71.1.901;細胞培養2Ll.38(63.2%),糞便 (St.O-

olsl:RT-PCR38(37.59.):細胞培養コL8(25.OOo),

血清 (Sera):RT｣Ⅷ 2/4(50.0%日 細胞培養0/4(0.0

0も1,であ一･lた.また.RTl:'CR法陽性結.EA-は常に細

GAG⊂AGGTGG
GAGCAGGTGG

GGTGTCCGTG
GGTGT⊂亡GTG

AATTGGATTG
AAT｢GGATTG

TGm ACTCTTGm ACTCT

TCACAAA(CA
TCA(Å九九(CA

m CCTrTTA
m CCITJTTA

GCCAT⊂CGGT
GC(AT(〔GGT

AAGTACAA口
AAGTAC人ATT

GTGATrGGC(
GTGAT｢GGC(

lTTATTGTG
Tm ATTGTG

GAAAGTGAGAGAAAGTGAGA

T〔AACAGTA
T(AACAGTTA

518
TGTCGTAA(ら
TGTCGTAA(G

S88
G(TGCTrATG
ら(TG(TrATG

+ 658
TTCATTAT(T
(TCATTAT⊂T

728
m CAATCAG
TTrCAATCAG

798
POL1-P ACAATTGTAT〔ATAATGGGTGCTCAGGm CATCACAGAAAGTGGGCGCACATG… ACT(AAATAGAGC
POLL ACAATTGTATCATAATGGGTGCTCAGGTTTCATCACAGAAAGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGC

868
POL1-P GTATGGTGGTT(TA(CATTAATACACCACCATTAATTATTATAGAGATT〔AG(TAGT仙 CGCGGC¶(G
POLI GTATGGTGGTTCTA〔CATTAAT｢A(ACCA((AnAAnATTATAGAGAn 〔AG(TAGTAACGCGGC¶CG

983
POLトP AAACAGGA(T TCT(TCAAGACCCTCCAAGTCA(
POLL AAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCAC

(nt) 450 519
HRV-P GGCC(CTGAATGCGGCTAACCmAAACCTG〔AG(CATGG(TCATAAAC(AATGAG(TrATGGTCGTAATG
HRV1 66cc(CTGAATGCGGCTAACCTrAAACCTG〔AGCCATGG〔TCATAAA((AATGAG(TrATGGTCGTAATG

589
HRVIP AG(AATTG(GGGATGGGACCGA(TA〔TTGGGTGTCCGTGm CACTTTTTCCTITATCAAITGClTATG
HRVI AGCAA¶GCGGGATGGGA(CGA(TACm GGGTGTCCGTGTTCACTm TCCm ATCAATTGC¶ATG

■ ● ● ■ 659
HRV-P GTGACAAAATATACATAGATATATAITGTCATCATGGGTGCCCAGGTATCTAGACAAAATGITGGGACAC
HRVI GTGACAATATATACATAGATATATATTGGCATCATGGGTGCCCAGGTATCTAGGCAAAATGTTGGTACAC

● ● ● ● ● 7Z9
HRV-P ACT〔CACT(AAAATTCAGTGTGCAAITGGATCAAGm AAATTAm CAATATAAATTATlm AAGGATG
HRVI ACTCAACTCAAAATT(AGTGT-CAAATGGATCAAGTTTAAATTACTTCAATATAAATTACTTTAAGGATG

783
HRV-P CTG(TT〔GAGTGGTG(AT〔(AGAT｢AGACTTCTCTC仙GAT〔⊂仙GCAAAT｢CAC
HRVI CTGCTTCGAGTGGTGCATCCAGAITAGACTTCTCTCAAGATCCAAGCAAATTCAC

Fig.4 Nucleotirk sequLllCeSOfRT-PCRpro(1uctsforpolio＼,irustype1
(POL1-PlandhumilrlI･hino＼･irustyr)e1(HRV-Pl.
POLl-1〕andHR＼,'-Psequencesalでalignedwiththatillthedata

baseLGe1173{TIIlklforther(1SlでCti＼で＼,i111SLIS,r)Oliovirustype1(POLl)
andhtlmこInr･hin()＼･irustype1LHRV1㌦
*.'inserti()Il,deleti()ll0rrePlと1ccment.
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Table.2 EfficieIICies()i＼riI-uSdt､tetiotl
isolationbyR'トP(､lく(,vlndc(チll
culturemethods

Materials Total Cellcultur RT-PC
number positiヽで positiye

CSF 46 28 33

Swabs 38 24 27*

Stools 8 2 3

Sera 4 0 2

CSF:eeIでbrospillヱ~llrlui(.i.S1㌧-;lbs:throこIt.<＼＼pこIbs,
* :Consistingof1)3i,nttHIOlriruseStnld･1rhinい･i-

ruses.Twomethodsll,(-rtl(loot,il一(iel)H1dently
witheodedI,lliquots.TheIくT-P(_､RrLISullswere
totall),identicL.llwiththathTthece‖Llulturt,

method.inadditiontoitsprop(.rdetection.

胞培養法ウイルス分離陽性検体のそれを含み,加えて前

者のみをこよる陽性検体を与えた.当 RT-PCR ウイル

ス検知感度は実験条件による限り細胞培養によるrlJIlL

ス分離効率を凄艶する.加えて,咽頭拭い液を対象とし

た私のでは検知検体27件申,エソテロウイルス23件,ラ

イノウイルス4件を検知,臨床検体を対象とするとき屯

両属rlZT′Lス識別検知を確認した.

1. 競合 RT-Pt1I主法によるウイJL･ス RNA の
定量

RTIPC現法はその原理が特定 R洞A 塩基配列増幅検

知にある.こ畑二通当た基準試料糸を組ん合わせるとき,

被検試料 RNA を定鼠検知でき :々).l'3･-イ'5I/う(-1{一

七･､ノト対応 RNj＼し但_し.内部配列1川)塩基長余剰保有､1

1.OOO箇分子を基準統合 ⅠくNl･l試料上し,鋭含RートPCR

bp
1358～
1078-
含72---〟
603-

310-
281-
234-

二-. ミ悶 ●､Lilい-;'L仙 1 .

Fig.5 QuantitativeassayofenterovirusandrhinovirusRNAsbycompeti-
tiヽ,eRTl)CRmethod.Virusspecimenswet･esubjectedto10-fold
dilutionfortheeomtx?titiヽ-eRT--PCRこLSSこ1〉r.A:I:nlOleculとIrSizem訂ker
(.¢Ⅹ174Hat7日ldigest.〕
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により臨床検体･.,(,し-iRNA L′り定量検知を試jll!こ(FiLr.

5㌦ ポ1トト二,イ′L-く1型 LPolioi)ve1)分離陽性検休

(糞便)によるとき.韓含 RNA による産物.粧怜試料

RNA による魔物,それぞれのシグナル強度が同等とな

る被検試料希釈度は 10~tで濃い-lた.逆許して当該試料

原液はポリオウイルス RNA まが 麿を含むものと推定

した,以下同様にエコーウイルス30塑 (Echo30,CSF)/

シグナル強度同等希釈度 10仙3/原試料ウイルス RNA106

薗;A群コクサッキーウイルス9塾 (Co粘aCkieA9,岱F)/

シグナル強度同等希釈度 10~2/原試料ウイルス RNA 105

薗 ;B群コクサッキーウイルス5型 (良)xsackieB5,CSF)/

シグナル強度同等希釈度 10W3/原試料ウイルス RNA 106

箇 ;エンテロウイルス70塑 (Entero70,咽頭拭い液)/

シグナル強度同等希釈度 10冊3/原試料ウイルスRNA 106

箇 ;ライノウイルス1型 (Rhino,咽頭拭い液)/シグナ

ル強度同等希釈度 101/原試料ウイルス RNA IO4衝,

と推定 した.

考 察

エソテロ,ライノ両ウ車 レス共通,単一プライマ-セッ

属ウイルス RNA を魔物分子サイズ差により識別検知

することができた.ライjウイルス遺伝子 RNA がエ

ンテロウイルスのそれをこ較ベ 51-NTR3'側をこおいて約

120塩基長欠落することを利潤,当欠落区域を増幅対象

領域に含めたことによる.この目的のため51側プライマ-

P3.並びに Pjは 5′･-･･NTR 内.但 し当該欠落領域よ

り5'側,両属ウイルスを通 じ高度相同率95%以上対応20

塩基配列とした,また,3鳩畦逆転写プライマ- P5は VP4

領域内,両属ウイルスを通 じ相対的高度相同20塩基配列

対応とし (Fi欝.1),加えて逆転写反応温度を比較的低

温37℃に設定,反応開始時,プライマ-/RNA･アニー

リングを容易とした.逆転写プライマ-対応塩基配列が

両属ウイルスを通 じ高度相同とは言え,相同率60%台に

止まるものがあることによる.

ソドシグナル,またライjウイルス8橡のそれは例外な

く約 340塩基澱 DNA 相当単--バソドシダナルとして

検知された.同様にブニラ1'て一一-ト ,卜Ⅰ)I･LP5によると

き,エンテnr1711ノし7LJlニi種 RNAは全て約34O塩基長 Ⅰ}

NA 相当単-パソドシグナル,またライノウイルス8

種のそれは例外なく約220塩農兵 DNA 相当単･･一バン

ドシグナルを与えた,それぞれのプライマーセットによ

643

る増幅産物塩基長は当初の理論予想値によく一致する

(Fig.1∴!)一両-′∴ケ†7---七､･pJ卜によるこケこき,非特異

ス,C型肝炎ウイルス,サイトメガロウイルス,単純-

ルペスウイルス1型,及び水痘帯状痕疹ウイルス)は全

く増幅シグナルを与えなかった.さらをこ,増幅産物特異

性確認のためポリオウ車 レス3血清型,A群コクサッキー

ウ イ ル ス 1血 清 型 , B 群 コタサッキ…ウイルス4血清型,

固有エンテロウイルス1血清型,並びにライノウイルス

1血 清 型 に つ き塩 基 配 列 解 析 を 実施,それぞれの産物が

標的配列自体を転写増幅した もの で あることを確認した

(Fig. 4). 先 述 の 如 く, 逆 転 写 プ ラ イ マ-対応配列相

同率はエソテロ, ライノ両 属 ウ イ ル ス を 通 じ60%台に止

ま る もの もあ り, この 値 は 反 応 系 信 線 度 に不 安 を抱かせ

る. しか し, こ こ をこ述 べ た 諸 知 見 は この 不 安 を打 ち消し,

受験条件において当検出系が対応ウイルス配 列 を特 異 的

に増幅検知することを示すものであった.全てのメンバー

について検索 したわけではないが,設定 したプライマ-

-ト ,卜 P31F'5,P:I-P5,並こドに実験条件に1:･rl. -1部

の例外を除き (後述),エソテロ,ライノ両属全ウイル

ス穫 RNA を特異的に検出できるものと考える.因み

に,P3-P5,P4-P5両プライマ-セットの比較ではウ

イルス検知効率に明確な差は認められなかった.等モル

数の産物が同一泳動魚件下に存在するとき,シグナル強

度は分子サイズに比例,増強する.直接の感度比較は未

検であるが,ここに述べた意味合いにおいて理論感度は

プライマーセットP3-P5をこよるものが P4-P5のそれ

に勝るものと解する.

RT-PClミ法の基本原理は特定 RNA 配坤丁.)定性検知

にあるが,その感度を利鳳 定量検知も可能である.2

種の技法,希釈定量法と競合定量法が報告されている31)

32).本研究では競合定量法をこより,プライマ-セット

P3-1P5対応 RNA 分子 (但 し内部 100塩基配列順列重

複保有)103蘭を基準競合標晶とし,臨床試料6件を検

嵐 Fig.4の結果を得た.この場合,検体 RNA シグ

ナル硯認可試料最高希釈度は当検出系の感度を示す.こ

れを同園より読み取ると凱 それぞれの検体対応感度は,

ポりすり†JL-tl型 (poliotypel.糞便lニケ十)再見

認可試料最高希釈度 :10-3当 該希釈含有 RNA 分子数.

つまり検知感度 :101,1十f:F司様にT-1:-こI-･LTI,し-I.3O型

当該希釈含有 RNA分子数 :102,A群こ):)サ･･･キー一,T7

1'/i~八9型 (CoxsackieA9.CSt/lシウ''+,i,視認可試

料最高希釈度 :10~-1当該希釈含有 RNA 分子数 :101,
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t3群二)I)サ(,キ-｢L/TIL-45型 (Coxsackie135,CSFl,I

シナナノL視認可試料最高希釈度 :10-Ll.当該希釈含有 RNA

分子数 :102,∴ン:''-ロrl,(,レス70型 (lIJnterO70.咽

頭拭い液ト･;ケナノL祝認可試料最高希釈度 :10-:1/当該

希釈含肯 RNA 分子数 :1O3.並びにウイノ,L71',して1

型 LRhino､咽頭拭い液).シ'/-ナJL税認可試料最高希釈

度 :10-2:'当該希釈含有 RNA 分子数 :lO3.となる.

練合 RT-PCR による試料 RNA 分子数を基準とする

とき.当 TくT-PCR法による検知感度はrlII,i-AlくNA

分子数にして lOl-10こう箇と推定される.

検索£ソテロウイルス凍4種,ライノウイルス8種の内,

唯一･･･--･の例外として_T-ニト-ウ1'JLス22型は増幅.i-/ブナ′Lを

阜えなかった.以前,エソテロウイルスに分探されてい

たA型肝炎rJ7lJL-てについても増幅シゲ十JLを認めなかっ

た.丙ウイルス遺伝子基本構造はピコルナウイルスのそ

れであるが塩基配列額縁検索によるとき雨ウイルスは他

のエソテロウイルスメソバ-とは懸隔配列33)34)を示す

巨∴.-乍略).先述の通り今lL-:ilLT)RT･-PCR法感度は RNA

め調製 したエニトIrLJi',しス22型,並びiこA型肝炎･17IJL

回収率をlO96としても RT-f'CR試拙 エRNA I(lItLr'節

を含む筈である.当該両rA7仁′Lス検知不能は感度によL.=､

ず,設定プライマ- 中榎的塩基配列懸隔によるものと解

どれる.末検-Tlン:･'-ロウ(′Lて.う[ノrLJl,し'･くを合札

本方法論現場適用に際 し.留意を要する点である.

当 RTl)CR法の目的は臨床検体Eこおける工ンナu.

ライ/両や(,Lス属 別迅速検知にある.臨床検体96件を

対象とし､イラfて一七･ソトP3-P5により当法による

ウイルス検知効率,従来の細胞培養法をこよるウイルス分

離効率を比較 した.結果記載の通 り,庖脊髄液,咽頭拭

い液,糞便.並びに血清を通 L'､RT-PCR法によるウ

イルス検知が締脇培養によるウイルス分離法に勝ること

を認めた.未綾の組織試料,水泡内容ラ限結膜擦過試料

などiこ関 しても事情は同Lと解さI~lる.加えてエ二1-ウ

∫/Lスの-一部,また一般にうpfノウでノしスはその分離iこ

繊維芽細胞)を要し 実験室診断を業務とする研究室,

機関においてもその分離は容易ではない.こJHこ対し.

当 RT-PC民 法感度は,-部の塩基配列懸隔ウイルス

種を除けは,両属r)(ノL-Lを通 L-rゥf′Lス種に拘るとこ

ろがない.更に冒頭に述べた通 り,従来のr17イILス分離

法では結果判定に最低1週間を要するが,当 RT-PCR

法iこよるとき試料調製かL.1判定iこ到る連続操作によt)24

時間以内に結果を得ることができる.この点,本方法論

が細胞培糞法に勝る最大LT)利点であるこ!Iは言･'lまでも

ない,以上を総合勘案.今回報告の RT-Ⅰ〕CR 法は.

-一部(T)r17(,L-̂種を除き,エン十t'=7.ラ(パ両属rL7†′し

ものと考える.

稿を終えるをこあたりご校閲を賜 りました渡田忠爾

教授に深謝いたします.また臨床検体からのり車 レ

ス分離成績等をこついてご教示 くださいましたエスア-

ルエル社の池谷宏造成,引地-昌氏,石井慶蔵前顧

問に感謝し､たします.
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