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研究要旨 
現在 HIV スクリーニング検査の主流となっている、第四世代試薬の体外診断

薬審査試験における抗原の検出能を試験する検体の作製のために、あらゆるサ

ブタイプ・CRF・グループの HIV-1 量を定量するための Real-time PCR 法の検

討を行った。方法は、安価で操作方法の至適化が容易な SYBR Green 法を選択

した。HIV-1 gag MA 領域に 127bp を増幅するプライマーを設計した。NarI 消

化した pNL432 および６種類のサブタイプ・４種類の CRF・グループ O のゲノ

ム完全長を含むプラスミド 22 クローンを鋳型として用いた。増幅効率を、全プ

ラスミドが有するアンピシリン耐性遺伝子領域増幅の結果と比較した。全ての

鋳型で、これらの領域は同等な効率で増幅し、使用した全てのサブタイプ・

CRF・グループの HIV-1 ゲノムの増幅効率はほぼ同じであることがわかった。

この方法が、多様なサブタイプ・CRF・グループの HIV-1 分離ウイルスの定量

に有用である可能性が示された。 

 

Ａ．研究目的 

HIV の検査室レベルでの診断は、スク

リーニング検査と確認検査に大別される。

現在市販されているスクリーニング検査

用の試薬は、抗体検出試薬である第三世

代試薬と抗原抗体同時検出試薬である第

四世代試薬に分けられる。抗原を検出で

きることによって、セロコンバージョン

前の感染初期の検体を検出可能なことか

ら、現在は第四世代試薬が HIV スクリー

ニング検査の主流となっている。第四世

代試薬の性能試験は、市販のセロコンバ

ージョンパネルを用いた第三世代試薬と

の検出採血日数の比較によって行われる

が、これらのパネルに関し、市販の検出

試薬による測定結果以外の情報は明らか

でない。また実際に検査の現場で使用さ

れている第四世代試薬の抗原検出感度が

期待通りではなかった、あるいはサブタ

イプ/CRF 毎に抗原検出感度にばらつき
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が見られたということも報告されている。

本研究では、第四世代試薬の体外診断薬

審査試験において、感染初期の検出に重

要な抗原の検出能を定性的、定量的に試

験できる系を検討する。試験用検体の作

製にあたって、ウイルス量の標準化が必

要になるが、現在研究用として市販され

ている HIV-1 定量試薬は、ウイルス株ご

とに検出感度にばらつきがあるため、本

年度は、あらゆるサブタイプ・CRF・グ

ループの HIV-1 量を定量するための

Real-time PCR 系の樹立を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

分離ウイルスの定量では、比較的高コ

ピー数の定量が出来れば良いので、より

安価で操作方法の至適化が容易な SYBR 

Green 法を用いることにした。まず、ロ

スアラモス研究所の HIV Sequence 

Databaseに掲載されているHIV-1塩基配

列のアライメントをもとに、すべての

HIV-1 サブタイプ・CRF・グループで相同

性が高い領域を調べ、HIV-1 gag MA 領域

に 127bp を増幅するプライマーを設計し

た。その感度と特異度を検討するために、

NarI 消化して線状化した HIV-1 pNL432

および６種類のサブタイプ・４種類の

CRF・グループ O のゲノム完全長を含む

プラスミド 22 クローン(図２)を鋳型とし

て用い、全プラスミドが有するアンピシ

リン耐性遺伝子を検出するプライマーペ

アによる増幅の結果と比較した。 

 

(倫理面への配慮) 

なし。 

 

Ｃ．研究結果 

まず HIV-1 標準株としてよく用いられ

る、サブタイプ B のプラスミド pNL432

を用い、HIV-1 MA 及びアンピシリン耐性

遺伝子を増幅するプライマーペアの増幅

効率の確認を行った。pNL432 は定量値と

塩基数からコピー数を算出、104から 101

まで 10 倍段階希釈し、鋳型として用いた。

HIV-1 MA 領域・アンピシリン耐性遺伝子

領域ともに、典型的な増幅曲線を示した。

融解曲線から非特異的な増幅によると思

われるピークは見られなかった。反応後、

各サンプルをアガロースゲル電気泳動し、

増幅の特異性を確認した。それぞれの Ct

値をもとに検量線を描き、増幅効率と相

関係数を調べた。Slope 値からの計算され

る増幅効率はいずれもほぼ 100%で、いず

れの領域においても、各コピー数におけ

る Ct 値はほぼ直線上にあり、相関係数も

ほぼ１であった。同一コピー数を鋳型に

用いた時の、それぞれの領域の Ct 値をグ

ラフにプロットし、その相関性を検討し

た。同一コピー数の鋳型を用いた時の Ct

値はほぼ同じで、相関係数（R2）はほぼ

１となった。以上の結果から、用いたプ

ライマーおよび反応条件が適切であるこ

と、２種類プライマーペアの増幅効率が

ほぼ同じであることが示された。  

次にこの系を使って、各サブタイプ・

CRF・グループの HIV-1 を同じ効率で増
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幅できるかどうかを確認する実験を行っ

た。プラスミドは１反応当たり 1.4 フェ

ムトグラム（約 100 コピー）を鋳型とし

て用いた。全ての鋳型において典型的な

増幅曲線が得られ、融解曲線から非特異

的な増幅は観察されなかった。各鋳型の

２つの領域の Ct 値を比較したところ、い

ずれの鋳型においてもほぼ同じ値となり、

その値は 17.4 から 19 の間に分布してい

た。それぞれの領域の Ct 値をグラフにプ

ロットしたところ、得られた近似曲線の

相関係数 R2=0.93 であった(図３)。アンピ

シリン耐性遺伝子の塩基配列は全てのプ

ラスミドで 100%一致するので、その増幅

効率はプラスミド間で同じであると考え

られる。用いた全てのプラスミドで、

HIV-1 MA 領域の Ct 値がアンピシリン耐

性遺伝子のCt値とほぼ一致していたこと

から、今回設計した HIV-1 MA 領域を増幅

するプライマーは、使用した全てのサブ

タイプ・CRF・グループを同じ効率で増

幅することがわかった。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、様々なサブタイプ・CRF・

グループの HIV-1 分離ウイルスをスパイ

クした試験用検体を用いて第四世代試薬

の HIV-1 抗原検出感度の性能調査を行う

系を確立することを目的としている。試

験用検体を作製するにあたって、ウイル

ス量を標準化しておく必要がある。いく

つかのメーカーから HIV-1 定量のための

HIV-1 p24 抗原定量試薬が研究用試薬と

して販売されているが、サブタイプ・

CRF・グループにより感度が異なること

が指摘されている。 

SYBR Green を用いた Real-time PCR 法

は、培養上清中のウイルス定量のような

高感度の検出を求められないウイルス

RNA の検出を比較的安価に行うのに有効

な方法である。今回すべての HIV-1 サブ

タイプ・CRF・グループを同じ効率で増

幅できることを目標とし、新たに設計し

たプライマーの検出感度と PCR の条件

を検討した。その結果、６種類のサブタ

イプ・４種類の CRF・グループ O をほぼ

同じ効率で増幅できることが確認でき、

様々な HIV-1 定量に適用できることが示

された。塩基配列の相同性から、他のサ

ブタイプや CRF、グループも同じように

増幅できると予想される。 

 

Ｅ．結論 

今回検討した SYBR Green を用いた

Real-time PCR 法は、すべてのサブタイ

プ・CRF・グループの HIV-1 分離ウイル

スの定量に有用である可能性が示された。

現在、RNA の抽出と Real-time RT-PCR

プロトコルの標準化および第四世代試薬

性能試験用の分離ウイルスの調整が進行

中である。今回の方法で値付けされた

HIV-1 分離ウイルスをスパイクした検体

の作製を行い、コピー数で値付けされた

抗原検出感度測定用検体を作製、第四世

代試薬の抗原の検出能を試験する系の確

立へと進める予定である。 
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