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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

用いて抗体検査が行われている。また、DBS の利

用は医療資源の少ない地域や、採血の困難な新生

児において、非常に有用である。しかし、抗体の

みによる検査では偽陽性や偽陰性の問題を抑え

ることができない。そこで我々は、DBS を用いた

HIV 検査法の信頼性を高めるため、これによる核

酸検査法の確立を試みた。

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。検体として、HIV-1 感染患者

の血漿と健常人の血球成分を混合した再構成全

血を用いた。この再構成全血を 3 種類の濾紙（903 
Protein Saver Card と FTA Elute Micro Card；
Whatman、東洋濾紙）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、QIAGEN MinElute Virus Spin Kit で RNA
抽出をおこなった。回収率はポアソン分布を用い

た RT-nested PCR によって求めた。RT-nested 
PCR で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た。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。

リアルタイム PCR での測定方法も検討した。

プローブを neted-PCR の二回目の PCR のプライ

マー対の内側に設定した。プローブは TAMRA プ

ローブと MGB プローブを比較した。1 コピーが
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検出できるかしらべるために MGB プローブを用

いて、RNA および DNA のポアソン分布実験をお

こなった。1 反応あたり 0.51 コピーの DNA およ

び RNA になるようにし、リアルタイム PCR をお

こなった（n=16）。

C.研究結果

既知濃度の8E5株を用いたRNA回収率は67％
であった。再構成全血から直接抽出した RNA 量

を 100％としたとき、濾紙血からの RNA 抽出量

は 903 で 20.8％、FTA で 27.1％、東洋濾紙で

18.4％であった（表 1）。3 つの濾紙の間に有意差

は認められなかった。リアルタイム PCR のプロ

ーブの比較は HIV-1 RNA および DNA の標準試

料を用いた検量線で比較した。MGB プローブの

方が蛍光強度が強いことがわかった（図 1, 図 2）。
本リアルタイム PCR 法で 1 コピーが検出できる

か調べるため、MGB プローブを用いてポアソン

分布実験をおこなった。1 反応あたり 0.51 コピー

の HIV-1 RNA および HIV-1 DNA になるように

し、リアルタイム PCR をおこなった（n=16）。
HIV-1 RNA では陽性数が 9 個/16 個、HIV-1 DNA
では陽性数が 7 個/16 個と、RT-nested PCR の結

果から予測される陽性数 6.4 個/16 個とほぼ同等

の結果が得られた（図 3）。このことから本リアル

タイム PCR でHIV-1 RNAおよび DNA の 1 コピ

ーを検出できることがわかった。

D.考察と結論

本法を用いることにより、使用する濾紙血に含

まれる血漿量、濾紙からの RNA 回収率、95％の

確率で 1 コピーを検出するためには 3 コピー必要

であることを考慮すると、およそ 1500 コピー/mL
以上であれば核酸検出が可能であると考えられ

る。今後、RNA の回収率をさらに高めるため、

濾紙からの抽出法の改良および RNase の不活化

操作を検討する必要がある。

HIV-1 は血液中に抗体より RNA の方が早期に

出てくることが知られている。郵送検査において、

DBS からの核酸検査法を加えることにより、検査

の精度が高まるとともに、感染をより早い時期に

判定することが可能になると考えられる。

表 1 濾紙血からの RNA 抽出率の比較

                               (n=3)

平均回収率

903 Protein Saver Card Whatman 20.8%
FTA Elute Micro Card Whatman 27.1%

国内郵送検査用濾紙 東洋紡 18.4%

濾紙

図 1 リアルタイム PCR のプローブの比較

(HIV-1 RNA)                                

図 2 リアルタイム PCR のプローブの比較

(HIV-1 DNA)                                

図 3 リアルタイム PCR による 1 コピーHIV-1 
RNA/DNA の検出（ポアソン分布）                               
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