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A.： 研究目的 

 

体性幹細胞や iPS 細胞を用いた再生医療研

究・医薬品開発が加速されていることに伴い、

ヒト培養細胞研究資源の重要性が著しく増し

ており、実際、再生医療の研究に用いる多分化

能を持ったヒト由来培養細胞のバンクへの寄

託は増加傾向にある。今後、再生医療研究の質

を高めるためには、ヒト培養細胞研究資源の品

質管理法を確立し、研究に使用する培養細胞の

品質管理を徹底することが極めて重要である。

実際、培養細胞に微生物が持続感染すると、細

胞の性質・増殖性、遺伝子発現パターン、動物

に接種した際の細胞の挙動や動物の反応など

に大きく影響する可能性があるため、細菌・真

菌・マイコプラズマ・ウイルスの汚染状況に関

する情報は非常に重要である。さらに、近年、

外国に細胞を出荷する際には、ウイルス・マイ

コプラズマ汚染状況に関する情報の添付を求

められる事が多く、今後その必要性が増してい

くと予想される。 

培養細胞に持続的に感染し、検出が難しい微生

物として、特にウイルスとマイコプラズマが重

要である。我々はこれまでに、マルチプレック

ス PCR法を応用した網羅的ウイルス検査法を

作成し、培養細胞資源のウイルス検査に応用し

成果をあげてきた。 本研究では、ウイルスの

網羅的検査を簡便・迅速に実施するための研究

開発を目的に研究を行い、具体的には使用する

検査試薬をすべて乾燥・固化することにより、
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必要なときに随時検査できる体制を構築する

ことための研究開発を実施した。そのようなあ

らかじめセットアップした Ready-to-Useの試

薬（以下 RU試薬と記載）が実用化すれば、随

時ウイルス検査を実施できるとともに、作業者

による試薬の取り違え・試薬の入れ忘れ・ペッ

ティングミスによる試薬添加量の不安定性な

どの検査データが変動する可能性を低減し、安

定した検査結果を得ることが可能になるとと

もに検査の自動化が非常に容易になる。なお、

予備的な検討では、DNA ウイルスの検出を行

う PCR 検査系と RNA ウイルスの検出を行う

RT-PCR 検査系では試薬の作成法を変える等

の調整が必要なことが示唆されたため、今回は

DNAウイルス検査を RU試薬を用いて実施す

るための研究開発を行った。 

 

B： 研究方法 

１．検査対象ウイルス 

以下の DNAウイルスを検査対象とした。 

HSV1, 2, VZV, EBV, CMV, HHV6, 7, 8, BKV, 

JCV, ADV, EBV, PVB19 

 

２．増幅領域とプライマー・プローブ配列 

GAPDH 

F-tgtgctcccactcctgatttc 

R-cctagtcccagggctttgatt 

6FAM-aaaagagctaggaaggacaggcaacttggc-iowaBl

ack 

HSV1/2 

HSVF-cgcatcaagaccacctcctc 

HSVR2-GTCAGCTCGTGRTTCTG 

HSV1-Cy5-tggcaacgcggcccaac-iowaBK 

HSV2-6FAM-cggcgatgcgccccag-iowaBK 

VZV 

VZVF-tcactaccagtcatttctatccatctg 

VZVR-gaaaacccaaaccgttctcgag 

HEX-tgtctttcacggaggcaaacacgt-iowaBK 

CMV 

CMV4F-tcgcgcccgaagagg 

CMV4R-cggccggattgtggatt 

Cy5-caccgacgaggattccgacaacg-iowaBK 

EBV (BMRF1gene) 

EBVF-ctgggcaaggagctgtttg 

EBVR-ggccgcttgtaaaattgca 

6FAM-ctcggctgtggagcaggctt-iowaBK 

HHV6 

HHV62F-gaagcagcaatcgcaacaca 

HHV62R-acaacatgtaactcggtgtacggt 

Cy5-aacccgtgcgccgctccc-iowaBK 

HHV7 

HHV7F-cggaagtcactggagtaatgacaa 

HHV7R-ccaatccttccgaaaccgat 

HEX-ctcgcagattgcttgttggccatg-iowaBK 

HHV8 

HHV82F-cctgtcctctggtccccat 

HHV82R-atcgttgcctatttctttttgcc 

HEX-ccggcgtcagacattctcacaacc-iowaBK 

ADV 

ADVF-gacatgacttttgaggtgga 

ADVR-tcgatgacgccgcggtg 

6FAM-cccatggaygagcccaccct-BHQ 

PVB19 

B19F-gggtttcaagcacaagYagtaaaaga 

B19R-cggYaaacttccttgaaaatg 

6FAM-cagctgcccctgtgg-MGB 

BKV,・JCV 

F-ggaaagtctttagggtcttctaccttt 

BKVR-gatgaagatttattytgccatgarg 

JCVR-gaagacctgttttgccatgaaga 

6FAM-atcactggcaaacat-MGB 

HBV 

F- gtggtggacttctctcaattttctag 

R- ggacaMacgggcaacatacct 



6FAM- tgtctgcggcgtttt –MGB 

 

３．RU試薬の作成 

Primer.probe mix  2.7μl 

Trehalose      3.0μl 

X10 Buffer        1.7μl 

100mM dNTP       0.17μl 

Taq (1.5U)        0.6μl  

Water            0.83μl 

（primer.probe mixは、下記の各 wellの検

査項目に対応したprimerとprobeの混合物）

上記の試薬(合計 20μl)を 8 well strip の各

wellに添加し、減圧遠心法により乾燥・固化

した。8 well stripの各 wellの検査対象項目

は以下の通り。 

１．GAPDH, 2. HSV1, HSV2, HHV7, 3. 

BKV, JCV, 4. EBV, VZV, 5. HHV6, PVB19, 

HHV8, 6. ADV, 7. CMV, HBV, 8.予備 

RU 試薬の保存安定性におよぼす Trehalose

の影響を調べる目的で、Trehalose 

を上記の分量で添加した RU 試薬 Strip と

Trehalose の変わりに水を 3.0μl 添加した

RU試薬 Stripの 2種類を作成した。 

作成した RU試薬 Stripは、暗所・室温で保

存した。 

 

４．検査実施 

各検査項目に対するスタンダード、あるいは

検査対象ウイルス陰性が確認されている試

験細胞株の DNA300ng に各検査項目に対す

るスタンダードを添加した試験検体を RU

試薬（8 well strip）の各 wellに添加した。

ピペッティングを 10回行って RU試薬を完

全に溶かし、シールを貼った後リアルタイム

PCR機（CFX96：Bio-rad）にセットし、PCR

反応・結果解析を行った。 

 

５．PCR反応条件 

Denature    95℃ 10 sec 

PCR            95℃ 5 sec 

               60℃ 30 sec 

              (45 cycle) 

 

（倫理面への配慮） 

倫理面の配慮が必要な研究は行なわなかっ

た。 

 

C： 結 果 

１．安定化剤の性能評価 

今回使用したウイルス検査系はこれまでの実

験により 10 copies/reactionの感度を持つこと

が確認されている。RU試薬を作成する際に安

定化剤として Trehalose を加えた場合と加え

なかった場合の保存安定性を作成後 1 ヶ月の

段階で比べた。RU試薬は暗所・室温で保存し

た。サンプルには検査項目の合成スタンダード

（50 copies/reaction）を使用し各 wellに添加

したところ、Trehaloseを加えなかった場合は

すべての検査項目に関し陽性シグナルが検出

されなかったが、Trehaloseを加えた場合には

すべての検査項目から陽性シグナルが検出さ

れ、核酸増幅酵素を含めた試薬の保存に対する

Trehalose 添加の効果が確認された。 

 

２．RU試薬の保存期間の検討 

１の実験で Trehalose の効果が確認されたた

め、Trehaloseを添加した検査 Stripの保存期

間と性能の劣化を検討する目的で実験を行っ

た。実験は RU試薬を作成後暗所・室温で保存

し、 1 ヶ月毎に合成スタンダード（ 50 

copies/reaction）を含む試験サンプルを用いた

検出操作を行う方法で実施した。その結果、6

ヶ月目の時点で問題なく増幅することが確認

され、少なくとも 3ヶ月間の保存は問題ないこ



とが確認された（下図を参照）。 

 

 

図の説明：RU試薬を作成した直後に検出操

作を行った場合（上)と作成 6 ヵ月後に検出

操作を行った場合(下)の比較検討結果 （代表

例として GAPDH スタンダードの検出を例

示）。 

 

３．保存後の検出感度の検討 

２の実験から6ヶ月間RU試薬を保存しても

安定であるとの結果が得られたため、各検査

項目の検出感度の測定を行った。その結果、

EBV を除く他の検査項目はすべて 10 

copies / reaction の感度で検出できること

可能だった。EBV に関しては 10 copies の

スタンダードが検出される場合と検出され

ない場合があった。 

 

D:  考 察 

１．RU検査試薬の作成には Trehalose の使用

が有効であり、作成した RU試薬は暗所・室温

で保存することが可能であり、検査が必要な際

に随時実施することができるとともに、作業者

に起因するミスを大幅に低減できるため、検査

結果の信頼性が非常に増すと考えられる。 

２．今回 GAPDH と 13 種ウイルスの合計 14

項目の RU試薬を作成し、6ヶ月保存後の検出

感度を検討したところ、EBV 以外の検査項目

に関しては感度低下が認められなかった。EBV 

に関しては検査結果が不安定だったが、EBV

の検査系は用時調製試薬を用いた際にも検出

感度付近での安定性に欠ける場合もあるため、

今回の実験で示された不安定性が試薬の長期

保存に起因するかどうかは今後の検討課題で

ある。 

３．まだ予備的な検討段階だが、RNA ウイル

スの検出に使用する RT-PCR 関連試薬をすべ

て乾燥・固化して長期保存することには成功し

ていない。その理由は明らかではないが、RT

反応に使用する酵素（Reverse Transcriptase）

の保存安定性に問題がある可能性がある。解決

法として添加する酵素量やトレハロースの増

量が有効である可能性を示す予備的検討結果

も得られているため、今後 RU試薬の作成条件

を検討してこれらの問題を解決していきたい。

この取り組みは、上記の EBV 検出の不安定性

解消にもつながる可能性もあると考えている。 

 

E:  結 論 

研究の質を担保するためには、使用する培養細

胞資源の品質管理の徹底が極めて重要である。

研究用培養細胞資源への微生物汚染は不正確

な実験結果を生む主要な原因であり、その対策

として微生物汚染の有無を簡便・安価にチェッ

クできる検査系の確立が求められる。本研究で

は、これまでに開発した網羅的ウイルス検査系

を簡便に実施することを目指し、検査に使用す

る試薬を酵素も含めすべて乾燥・固化すること

により、検査の簡便化と作業者に起因する問題

の低減することを目的に研究を行った。その結

果、性能を劣化させずに PCR反応に使用する

すべての試薬を乾燥・固化する手法の開発に成

功した。現在、保存期間の検討と RT-PCR 検



査への応用に関する研究を続けている。 
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