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A.研究目的 
 現在、日本の HIV-1 郵送検査では主に DBS を

用いた抗体検査が行われている。しかし、抗体

のみによる検査では、偽陰性や偽陽性の問題を

抑えることができない。そこで我々は、昨年報

告した DBS からの抽出法を改善し、より感度の

高い方法を開発した。また、HIV-2 RNA の核酸

検査法についても確立を試みた。 
 
B.研究方法 
 HIV-1 RNA の標準試料として 8E5 株およびそ

こからの精製物、HIV-1 DNA 標準試料として

pNL432 を用いた。HIV-2 RNA の標準株として

NIH-Z  RNA を用いた。使用する濾紙は 3 種類 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
の濾紙（903 Protein Saver Card と FTA Elute 
Micro Card [Whatman]、新生児スクリーニング

採血濾紙[東洋紡、以下東洋紡濾紙]）を比較し

た。DBS 検体は標準株を含む再構成全血を濾紙

に染み込ませ、一晩乾燥させた。濾紙から直径

5.5mm のディスクを切り出し、グアニジン塩酸

塩溶液で処理した後、QIAGEN MinElute Virus 
Spin Kit で RNA 抽出をおこなった。検出はリア

ルタイム RT-PCR を用い、使用したプライマー

は、gag 遺伝子の p24 コーディング領域に設定

し、グループ M の 99％以上の変異株が増幅する

ように設計した。 
 

*1 Guideline for Industry Bioanalytical Method Validation, U.S. Department of Health and Human Services 
Food and Drug Administration, September 2013 
*2 The 2013 consolidated guidelines on the use of antiretroviral drugs for treating and preventing HIV 
infection. Geneva: World Health Organization 

研究要旨 
  昨年報告した乾燥濾紙血（DBS）を用いた核酸検査法について、抽出法の改良を行なった。DBS
の処理にグアニジン塩酸塩溶液を用いることにより、より感度の高い検出方法に改善することができ

た。また、HIV-2 の核酸検出法についても検討を行なった。 
  HIV-1 RNA の精度を 3 つの濃度 Low（1×104コピー/mL）、Middle（1×105コピー/mL）、High
（1×106コピー/mL）で検討した。Inter-assay ではそれぞれ 27.5%、39.9%、12.3%。Intra-assay
ではそれぞれ 32.5%、19.1%、18.3%であった。FDA*1の定量法の基準では LLOQ で CV 値が 20%
以内、それ以上の濃度では 15%以内とあることから本検出法は半定量法であると考えられる。プロ

ビットアッセイの結果から 95%検出可能濃度は HIV-1 RNA で 3700 コピー/mL、HIV-2 RNA で

7300 コピー/mL であった。 
  WHO*2によると全血を用いた場合、血漿中のウイルス量の 3 倍の核酸が検出されると報告されて

いることから、実際の患者検体を用いた場合の検出感度は今回の結果よりも高くなる可能性がある。 
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C.研究結果 
3 種類の濾紙を比較すると、903 Protein Saver 

Cardと東洋紡濾紙はほぼ同等の結果が得られた。

FTA card は DNA 検出用の濾紙であり、DNA で

は高い回収率が得られたが、RNA はほとんど回

収できなかった。このことから、濾紙からの回収

率およびプロビットアッセイは東洋紡濾紙を用

いて検討した。 
HIV-1 RNA の 104~107 コピー/mL の直線性は

R2=0.9903 と良好な直線性が得られた。HIV-1 
RNA の濾紙からの回収率は 3 つの濃度で求めた。

Low で 64%、Middle で 34%、High は 39%だっ

た。平均回収率は 46%であった。HIV-1 DNA の

濾紙からの回収率はLowで 57%、Middleで 69%、

High は 66%だった。平均回収率は 64%であった。

HIV-1 RNA の精度および正確度を Low、Middle、
High の 3 つの濃度で測定した。精度は Inter-
assay がそれぞれ 27.5%、39.9%、12.3%。Intra-
assay がそれぞれ 32.5%、19.1%、18.3%であった。

正確度はそれぞれ＋10%、＋38%、＋24%だった。

HIV-1 RNA のプロビットアッセイを行なった。

95%検出可能濃度は 3700 コピー/mL であると算

出された。 
HIV-2 についても検討した。105~10^7コピー

/mL の範囲では R2＝0.9921 と良好な直線性が得

られた。95%検出可能濃度は 7300 コピー/mL で

あった。 
 
D.考察 

DBS の処理にグアニジン塩酸塩溶液を用いる

ことにより、より感度の高い検出方法に改善す

ることができた。精度及び正確度が FDA(1)の定

量法の基準を越えていたことから本検出法は半

定量法であると考えられる。プロビットアッセ

イの結果から 95%検出可能濃度は HIV-1 RNA
で 3700 コピー/mL、HIV-2 RNA で 7300 コピー

/mL であった。WHO(2)によると全血を用いた場

合、血漿中のウイルス量の 3 倍の核酸が検出さ

れると報告されていることから、実際の患者検

体を用いた場合の検出感度は今回の結果よりも

高くなる可能性がある。 
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