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A： 研究目的 

 

従来の主に腫瘍組織から樹立した培養細胞

株を使用した研究に加え、体性幹細胞や iPS 細

胞を用いた再生医療研究・医薬品開発が導入さ

れ一般化されつつある。したがって、これらの

培養細胞研究資源の重要性に対する認識は従

来に増して顕著となっている。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し続けており、

今後それらの細胞を使用した研究の進展が期

待されている。そのような研究の質を確保する

ためには、培養細胞研究資源の品質管理法を確

立し培養細胞研究資源の品質管理を徹底する

ことが求められる。 培養細胞が微生物に汚染

され、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

応などが大きく影響されたとの事例は多数報

告されている。したがって、細菌・真菌・マイ

コプラズマ・ウイルスなどの微生物に汚染され

てない培養細胞資源を確保・維持することは極

めて重要である。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ため、

国際的ハーモナイゼーションの観点からも細

胞の微生物検査法の確立とその実施は避けて

は通れない課題である。 多くの場合、培養系

に細菌や真菌が混入すれば顕微鏡観察や細胞

の状態変化により異変が察知されるため検出

は容易であるが、ウイルスやマイコプラズマに
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よる汚染は培養液が濁らず細胞の状態も大き

く変化しないことも多いため、定期的に検査で

きるような簡便・迅速な検査法の確立が求めら

れる。 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やマイ

コプラズマ検出法を作成し、培養細胞資源のウ

イルス・マイコプラズマ検査に応用し成果をあ

げてきた。 本研究では、ウイルス・マイコプ

ラズマの迅速検査の開発にフォーカスをあて、

ウイルスおよびマイコプラズマを同時に検査

することを目標に研究開発を実施した。具体的

にはリアルタイム PCR機の 96 well フォーマッ

トに適合した 8 well ストリップに、反応に使

用する試薬をすべて乾燥・固化し、必要なとき

に随時ウイルスとマイコプラズマの同時検査

が可能になるような検査試薬の開発を目指し

て研究開発を実施した。そのような必要試薬を

すべてセットアップした検査ストリップが使

用可能になれば、培養細胞研究資源および再生

医療に使用する細胞製剤の検査の手間が非常

に少なくなり手軽に検査できるようになると

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

能になるだろう。さらに、検査の自動化が非常

に容易になると考えられる。 

 

B： 研究方法 

１．検査対象微生物 

今回検査対象に選んだ微生物は以下の通り。 

マイコプラズマ、 HSV1, 2, VZV, EBV, CMV, 

HHV6, 7, 8, BKV, JCV, ADV, EBV, PVB19 

 

２．プライマー・プローブ配列 

マイコプラズマ 

1 well にプライマー11 種類とプローブ 6種類

を同時に投入する（現在特許出願中のため配列

情報は非開示）。 

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．固相化試薬の作成 

Primer.probe mix  2.7μl 

Trehalose      3.0μl 

100mM dNTP       0.17μl 

増幅酵素 (1.5U)   0.6μl  

上記試薬を各 well の検査項目に則して作成

し、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.マイコプラズマ 

固相化試薬の保存安定性におよぼす

Trehalose の影響は過去の実験から最適と思

わる量を添加した。 

作成した固相化試薬 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陽性コントロール、ある

いは検査対象検査項目陰性が確認されてい

る培養細胞 DNA 300ng に各検査項目に対する

陽性コントロールを添加した模擬検体を作

成し、固相化試薬（8 well strip）の各 well

に添加した。ピペッティングを 10 回行って

試薬を完全に溶解し、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 

すべての検査項目を感度良く検出できる条件

を探すため種々の PCR 反応条件を試したが、最

終的に決定した条件は下記の通り。 

Denature    95℃ 10 sec 

PCR            95℃  5 sec 

               56℃ 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.マイコプラズマ検査系の固相化と性能評価 

作成したマルチプレックス PCR 法を応用した

マイコプラズマ検査系は第一六改正日本薬局

方参考情報に記載の 3 種類のマイコプラズマ

（M.orale, M.pneumoniae, M.hyohinis）に対

し、10cfu/ml の検出感度を持つことが確認さ

れている。検出に使用するプライマー・プロー

ブおよび核酸増幅酵素をトレハロースと共に

固相化した検査試薬を作成し、上記 3種類のマ

イコプラズマの参照品をマイコプラズマ陰性

が確認されている培養細胞株に添加し感度測

定したところ、液相試薬を用いた時と同様の検

出感度を持つことが示され、試薬を固相化する

ことに問題ないことが示された。また、作成し



た固相化試薬は冷暗所で保存すれば 3 か月以

上性能を保持したまま保存することが可能だ

った。 

２．固相化ウイルス検査薬の性能評価 

ウイルス検査系はこれまでの実験により 10 

copies/reactionの検出感度を持つことが示さ

れている。マイコプラズマと同様にプライマ

ー・プローブ・増幅酵素を固相化した試薬を作

成し、一定期間冷暗所で保存した後検出感度の

検討を行った。実験は、各ウイルスに対する陽

性コントロール（50copies/reaction）を対象

の全てのウイルス陰性が確認されている細胞

株に添加したサンプルを用いて実施した。その

結果、安定化剤としてトレハロースを用いて作

成した固相化試薬は液相試薬と同等の検出感

度を持つこと、冷暗書で保存すれば 6か月以上

安定に保存できることが確認された。 

３．固相化試薬を用いたウイルス・マイコプ

ラズマ同時測定 

ウイルス 13 種類とマイコプラズマの検査試薬

を同じ 8 well strip に加え、乾燥固化した固

相化試薬を作成した。上記マイコプラズマおよ

びウイルスの陽性コントロールを細胞株に添

加したサンプルを用い、感度検定を行った。そ

の結果、ウイルス検出に最適な PCR 条件で反応

した場合とマイコプラズマ検出に最適な PCR

条件で反応した場合の両方ともウイルスとマ

イコプラズマを感度良く検出することが出来

なかった。そこで、反応温度や反応時間を様々

に変化させ最適な条件を検討したところ、

Denature: 95℃ 10 sec, PCR:  95℃ 5 sec, 

56℃ 30 sec の温度・時間条件で 45 サイクル

反応させることにより、ウイルスは 50 

copies/reaction, マイコプラズマは 10 

cfu/ml の感度で検出可能なことが示された

（図１）。 

 

 

図 1：1-8 の各 well の検査項目に対する陽性

コントロール（ウイルスは 50 copies/ 

reaction, マイコプラズマは 10 cfu/ml）を

用いた実験結果。すべての well の検査項目

が感度良く検出されていることが分かる。 

 

D:  考 察 

１．以前の研究から、トレハロースの使用によ

りプライマー・プローブに加え核酸増幅酵素も

固相化し長期保存できることが示されていた

が、今回の実験によりプライマー・プローブの

合計が 16 種類もあるマイコプラズマ検査系の

固相化にも適用できることが明らかになった。

したがって、本技術は汎用性があり他の多くの

マルチプレックス PCR 系にも応用可能と考え

ている。 

２．結果は示さなかったが、RNA ウイルスの検

出に使用する RT-PCR 関連試薬をすべて固相化

する実験にも取り組んでいる。トレハロースや

核酸増幅酵素を増量することにより短期間の

室温には成功したが、月単位の長期保存にはい

まだ成功していない。今後、固相化法の再検討

や使用する RT-PCR 関連酵素の種類を変えて検

討を続ける予定である。 



３．本研究によりウイルス 13 種類とマイコプ

ラズマの同時検査が可能なことが示された。多

種類のプライマー・プローブを含むすべての試

薬の分注の手間が不必要となるため、試薬のセ

ットアップを含めた実質的な検査時間は 1 時

間程度ですむ。このため、今後培養細胞研究資

源の微生物汚染の検査として有用であるばか

りでなく、迅速に再生医療に使用する細胞製剤

の微生物安全性検査としての応用が期待され

るが、そのためにも２で示した RT-PCR 法への

適用が必要であり、研究を加速したい。 

 

E:  結 論 

培養細胞資源の微生物検査を簡便・迅速化する

研究を行ってきたが、特に検査項目をウイルス

に加えマイコプラズマ・細菌・真菌に拡大する

取組に重点を置いている。今回、すでに開発し

たマイコプラズマ検査をウイルス検査と同時

に行うための技術開発を行った。その結果、使

用する酵素・反応条件・反応時間などを選択・

調整することにより 2 つの検査を同時に実施

することが可能になり、また使用する固相化酵

素は長期保存可能なことが示され、検査の利便

性が向上した。 
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