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研究要旨： HTLV-1感染細胞数（プロウイルス量）は ATL発症のリスクファクターで
ある。しかし HTLV-1プロウイルス量の測定は施設毎に異なる方法を用いているため得
られた値にバラツキを生じている。本研究班の目的の一つはこのプロウイルス量測定
の標準化にある。本分担研究では、当施設の測定法を用いて研究班より供与された検
体の測定を行い、その性能の評価を行った。この測定法では、アルブミン遺伝子を内
部標準とし同一プラスミド上にプロウイルスの複数の部位を組み込んだプラスミドを
用いており、欠損プロウイルスについても評価できる。またプロウイルス量測定の基
準となる標準物質としては、プラスミドや株細胞由来ゲノム DNAを用いるが、株細胞
の場合は欠損ウイルスの存在や長期培養によるプロウイルスをふくむゲノムDNAの変
化が問題となる。この点について汎用されている株細胞である MT-2 を用いて検討し
た。 
その結果、当施設のリアルタイム PCR 法によりキャリアプロウイルス測定は、Nested 

PCR 法とそん色のない感度を得ることができた。またトータルプロウイルス量を評価
する pX領域と内部標準配列を用いる当施設の方法により、研究班より配布されたサン
プルについて理論値に近い結果が得られた。このことからローカルラボにおいても適
切な手順を踏むことにより正確なプロウイルス量測定が可能であることが示された。 
標準細胞株として汎用されているMT-2細胞にはこれまでの報告とは異なり、よりも
多数のプロウイルスが組み込まれており、様々な欠損パターンを有していることが明
らかとなった。また、複数の施設で長期継代培養された細胞株の比較からは HTLV-1プ
ロウイルスの組み込みパターンにバリエーションがあることが示唆された。内部標準
として HTLV-1感染細胞株を用いる場合は、事前に十分な性状確認が必須であり、また
経時的な変化についても考慮する必要がある。 

 
 
  Ａ．研究目的 
 HTLV-1感染細胞数（プロウイルス量）はATL発
症のリスクファクターである。しかしこれまでの
研究でHTLV-1プロウイルスの測定は施設毎に異
なる方法を用いているため得られた値にバラツキ
があることが示されている。浜口班においては施
設間の差を最小にとどめ、また適切な方法で補正
することにより全国のローカルラボで同じ尺度で
プロウイルス量を測定できる体制の構築を目指し、
標準化の試みがなされている。 
本分担研究では１）当施設で用いている測定法
を用いて研究班より供与された検体の測定を行い、
その性能の評価を行った。また２）ウイルス量測
定において大きな問題となりうる標準細胞株のプ
ロウイルスについてMT-2細胞株を用いて検討し
た。 
  Ｂ．研究方法 
 １）単一ベクター内に標的配列と内部標準配列
を組み込んだプラスミドを用いた当施設でのリア
ルタイムPCR法の正確性の検討： 
当施設の測定法では、アルブミン遺伝子を内部標
準とし同一プラスミド上にプロウイルスの複数の
部位を組み込んだプラスミドを用いており、欠損
プロウイルスについても評価できる。この方法を
用いて国立感染症研究所で作成された標準物質及
び検討対象サンプルを用いて以下の検討を行った。 

①臨床検体と標準物質の評価：班より配布された臨
床検体60サンプルの測定を行った。また、他施設共
同研究として理論値からの隔たりを検証した。 
②リアルタイムPCR法の測定値とNested PCRによる
検出感度の比較：班より配布された低濃度標準候補
品サンプルについてリアルタイムPCR法の測定値とN
ested PCRによる検出感度について検討を行った。こ
のとき鋳型として用いる検体DNAを濃縮すること
による検出感度を検討した。また、高感度測定法
としてHTLV-1 pX領域をターゲットとしたNested
 PCR法を作成した。この方法のプライマーは複数
の報告で配列の安定性が示されているHTLV-1プ
ロウイルス塩基配列を基に作成した。 
③HTLV-1ウエスタンブロット判定保留の妊婦検
体の検討：班より供与された24検体のHTLV-1ウエ
スタンブロット判定保留の妊婦サンプルについて
当施設のリアルタイムPCR法を用いて評価した。 
 ２）HTLV-1感染標準細胞株の組み込みプロウイ
ルスの検討： 
本邦のウイルス量を測定できる一般的な施設では、
標準として用いる感染細胞株は施設ごとで異なっ
ている。このため感染細胞の性状および、組み込
まれているプロウイルスの変異や欠損の有無が標
準曲線やプライマーを選択する際に大きな問題と
なる。本研究では汎用されている代表的なHTLV-
1感染細胞株であるMT-2細胞株について性状およ
び組み込まれているプロウイルスの欠損パターン
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を複数の細胞株で検討した。 
 
  Ｃ．研究結果 
 １）単一ベクター内に標的配列と内部標準配列
を組み込んだプラスミドを用いた当施設でのリア
ルタイムPCR法の正確性の検討 
①臨床検体と標準物質の評価： 
臨床検体60サンプルを6施設で測定したサーベイ参
加の結果ではコアラボとの相関係数0.76、傾き0.984
と概ね良好な結果が得られたが、1検体の測定結果が
コアラボと大きく乖離した。このサンプルについて5’
LTR領域、gag領域、pX領域を組み込んだプラスミド
を用いた測定を行った結果では、100細胞あたりのコ
ピー数が、5’LTR領域で0.3％、gag領域で0.1％、p
X領域で71.2％と少なくとも5’LTR領域からgag領域
を欠損するプロウイルスが組み込まれた細胞のモノク
ローナルな増殖を主とした検体であることが示唆さ
れた。 
 平成23年10月配布のHTLV-1候補品7本、臨床検体32
本について、他の6施設と当施設の測定結果を比較し
たところ、それぞれのサンプルの測定値は各施設の
実測値のほぼ中央に位置していた。 
②リアルタイムPCR法の測定値とNested PCRによる
検出感度の比較： 
班より配布された低濃度標準候補品について、サン
プルDNAをエタノール沈殿法で濃縮し1反応あたり
2μgのDNAを用いることにより、プロウイルスDNA
の検出感度は300,000細胞中に感染細胞が1.5個あ
れば検出できる高感度となることが示された。ま
たNested PCR法でもほぼ同等の感度であった。 
③HTLV-1ウエスタンブロット判定保留の妊婦検
体の検討： 
24検体のHTLV-1ウエスタンブロット判定保留の
妊婦サンプルについて当施設のリアルタイムPCR
法を用いて評価した結果、4例が陽性と判定された。
これは他施設の結果と同等の結果であった。 
 ２）HTLV-1感染標準細胞株の組み込みプロウイ
ルスの検討： 
代表的なHTLV-1感染細胞株であるMT-2細胞株に
ついて性状および組み込まれているプロウイルス
の欠損パターンを3施設由来の細胞株で検討した。
まず、同一の細胞株であっても、染色体分析の結
果、個々の細胞ごとに染色体本数などの多様性が
みられた。さらにinverse-PCR法とPCR産物のクロ
ーニング、組み込み部位特異的PCR法を用いた解
析により、細胞株ごとに組み込まれているプロウ
イルスの欠損パターンやゲノム位置が以前のMT-
2細胞についての報告とは異なっていた。3施設由
来の細胞株について、通常のアルブミン(ALB)を
内部標準とした方法でプロウイルス量を株ごとに
測定すると、1.5-4倍異なっており、異なる施設で
の長期培養により、同一とされる株であってもプ
ロウイルス量が異なることが示された。 
プロウイルスの欠損パターンとしては、欠損の
検出されない完全長と思われるプロウイルス以外
に、内部領域が大きく欠損したプロウイルスが高
頻度にみられ、5’側が欠損したもの、そのほかの
欠損等多様なパターンがみられた。 
 
Ｄ．考察 
同一のベクターに目的ウイルス遺伝子配列と内部
標準配列を組み込んだプラスミドを用いた測定法に
より再現性の良い結果が得られた。しかし、モノク

ローナルな増殖細胞が感染細胞の多くを占めるキャ
リアの測定では、ウイルスあるいはゲノムの遺伝子
多型や欠損が各施設で用いられるプライマーやプロ
ーブなど定量ＰＣＲ測定系に大きな影響を与える可
能性があり、この点を考慮した統一化を図る必要が
あることが判明した。 
 さらにリアルタイムPCR法の条件を調整するこ
とによりNested PCR法とそん色のない感度を得
ることができた。施設間で常に同等の感度を得る
ことが可能か、またサンプルとして用いるテンプ
レートDNA量を統一するべきか、国内外の地域に
よってキャリアのプロウイルスの一塩基多型の頻
度が異なり結果に影響しないかなどの検討が必要
と思われた。 
またHTLV-1ウエスタンブロット判定保留の妊
婦検体については、今回の検討では比較的安定し
た結果が得られたが、今後さらに多数例での検討
を行う必要があると思われた。 

MT-2細胞株のプロウイルスの検討により、さま
ざまな欠損を有するプロウイルスが多数組み込ま
れていることが判明した。さらに染色体数につい
ても大きな幅があり、細胞数をカウントする際の
内部標準として通常用いられているアルブミン等
の遺伝子についても、細胞株ごとに事前に検討す
る必要があると思われた。また長期の培養により
同じ細胞株であっても上記のような性状の変化が
同一施設あるいは異なる施設で起きる可能性が大
きく、ローカルラボで細胞株由来ゲノムDNAを標
準物質としてプロウイルス量の測定を行う際には
特に注意を要すると思われた。 
 
Ｅ．結論  
 リアルタイムPCR法によるキャリアプロウイ
ルス測定は、条件を調整することによりNested P
CR法とそん色のない感度を得ることができた。ま
た内部標準としてHTLV-1感染細胞株を基準とす
る場合は、事前に十分な性状確認が必須であり、
また培養期間が長期の場合、経時的な変化につい
ても考慮する必要がある。 
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