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A.研究目的 

現在病院や検査機関等で行われている HIV 検

査は、検体として血清、血漿、全血と、すべて

血液由来の検体が用いられている。しかし受検

者にとって採血は痛みを伴い、受検に対する心

理的敷居となりうる。唾液は採取に痛みを伴わ

ず、心理的敷居が低いため唾液を検体として用

いた検査は、受検しやすい検査として有用であ

る可能性がある。また HIV 遺伝子検査は感染後

最も早く陽性を判定できる方法であり、これま

でとは異なる層の受検者の需要が期待される。 
本研究の目的は、唾液検体を用いた場合の

HIV 遺伝子検査について、感度を保ったまま安

全に検体を郵送する方法を開発することである 
 
B.研究方法 
＜材料＞ 

HIV-1 唾液検体作成のため、既知の濃度の

8E5 株を用意した。濃度はポアソン分布を用い 
た定量により測定した。希釈には PBS(-)を用い 

 
た。また唾液は健常人の自然唾液を用い、検体

中の RNA を保存・安定化させるため、グアニジ

ン塩酸塩を主成分とした保存液を用いた。 
＜検体抽出及び測定＞ 

RNA 抽出キットとして、QIAamp MinElute 
Virus Spin Kit（QIAGEN 社）を用いた。溶出

は 60 µl の AVE（キット添付）で行い、測定に

は 10 µl の溶出検体を用いた。測定機材は CFX 
connect Real-time System(BioRad 社)を用い、

測定は以前論文にて発表した方法に準じた。 
(Yamazaki S, Kondo M, Sudo K, et al.. (2016) A 
Qualitative Real-time PCR assay for HIV-1 and 
HIV-2 RNA. Japanese Journal of Infectious 
Diseases. 69:367-372)  
 
C.研究結果（表 1） 
保存液が RNA 抽出に与える影響を検討するた

め、①PBS 200 µl、②保存液 150 µl＋PBS 50 µl
の 2 種類について、それぞれ 600 コピーの RNA
を含むウイルス粒子（8E5 株）を加えた検体を

研究要旨 
唾液は採取に痛みを伴わず、心理的敷居が低いため、唾液を検体として用いた検査は、受検しやす

い検査として有用である可能性がある。唾液検体を用いた場合の HIV 遺伝子検査について、感度を保

ったまま安全に検体を郵送する方法を開発した。保存液を加えた唾液検体は、2 日室温で経過しても

正確な測定が可能であることが示された。また保存液の主成分であるグアニジン塩酸塩は強力な変性

剤であり、検体の感染性はほぼなくなることから、ただのだ液検体より安全に郵便や宅配便で検体を

送付することが可能であると考えられる。 

222



各 3 点作成した。それぞれの検体について RNA
抽出を行い、溶出液 60 µl の 10 µl を使用して測

定し、2 種類の検体の定量値の平均を比較した。

その結果、①PBS のみの定量平均値は 84 コピ

ー、②保存液入り PBS は 101 コピーであった。 
だ液が RNA 抽出に与える影響を検討するた

め、③PBS 150 µl＋だ液 50 µl、④保存液 150 µl
＋だ液 50 µl の 2 種類についてそれぞれ 600 コ

ピーの RNA を含むウイルス粒子（8E5 株）を加

えた検体を各 3 点作成した。それぞれの検体に

ついて RNA 抽出を行い、溶出液 60 µl の 10 µl
を使用して測定し、2 種類の検体の定量値の平均

を前実験とあわせて比較した。その結果、③

PBS 150 µl＋だ液 50 µl の定量平均値は 57 コピ

ー、④保存液 150 µl＋だ液 50 µl は 73 コピーで

あった。 
検体保存に関する検討を行うため、⑤PBS 

200 µl、⑥PBS 150 µl＋だ液 50 µl、⑦保存液

150 µl＋だ液 50 µl の 3 種類についてそれぞれ

600 コピーの RNA を含むウイルス粒子（8E5
株）を加えた検体を各 3 点作成し、2 日間室温に

静置した。また同様の検体を各 3 点作成し、2 日

間 4℃に静置した（⑧PBS 200 µl、⑨PBS 150 
µl＋だ液 50 µl、⑩保存液 150 µl＋だ液 50 µl）。
それぞれの検体について RNA 抽出を行い、溶出

液 60 µl の 10 µl を使用して測定し、6 種類の検

体の定量値の平均を前実験とあわせて比較し

た。その結果、室温の⑤PBS 200 µl の定量平均

値は 79 コピー、⑥PBS 150 µl＋だ液 50 µl の定

量平均値は 26 コピー、⑦保存液 150 µl＋だ液 
50 µl は 99 コピーであった。また、4℃の⑧PBS 
200 µl の定量平均値は 81 コピー、⑨PBS 150 µl
＋だ液 50 µl は 32 コピー、⑩保存液 150 µl＋だ

液 50 µl は 77 コピーであった。 
 
D.考察 

保存液が RNA 抽出に与える影響を検討した結

果、②保存液入り PBS は 101 コピーであり、

100%RNA 抽出した場合の理論値である 100 コ

ピーにほぼ等しいことから、保存液は RNA 抽出

を阻害しないことが分かった。 
だ液が RNA 抽出に与える影響を検討した結果、 
③の PBS 入りだ液と④の保存液入りだ液の定量

平均値が①②の検体と比較して 3 割程度減少し

ていた。このことからだ液が RNA 抽出の阻害を

していることが考えられた。 
検体保存に関する検討を行った結果、保存液

を加えていないだ液のみの検体の場合、室温

(⑥)、4℃(⑨)とも保存液を加えただ液検体（⑦、

⑩）と比較して半分以下に減少していた。この

ことから、2 日経過する間にだ液中に存在する

RNase が検体中 RNA を温度に関係なく分解し

ていることが示された。また保存液を加えただ

液検体（⑦、⑩）は 2 日経過していない検体

（④）と比較してほぼ変わらない値であること

から、保存液がだ液中 RNase の働きを阻害して

検体中 RNA を保存していることが考えられた。 
 
E.結論 
今回の研究から保存液を加えた唾液検体は、2

日室温で経過しても正確な測定が可能であるこ

とが示された。また保存液の主成分であるグア

ニジン塩酸塩は強力な変性剤であり、検体の感

染性はほぼなくなることから、ただのだ液検体

より安全に郵便や宅配便で検体を送付すること

が可能であると考えられる。 
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表 1 検査結果まとめ 

 

番号 検体組成 静置日数 静置環境
測定

コピー数

① PBS 200 µl なし なし 84

② 保存液150 µl＋PBS 50 µl なし なし 101

③ PBS150 µl＋だ液 50 µl なし なし 57

④ 保存液150 µl＋だ液 50 µl なし なし 73

⑤ PBS 200 µl 2日 室温 79

⑥ PBS150 µl＋だ液 50 µl 2日 室温 26

⑦ 保存液150 µl＋だ液 50 µl 2日 室温 99

⑧ PBS 200 µl 2日 4℃ 81

⑨ PBS150 µl＋だ液 50 µl 2日 4℃ 32

⑩ 保存液150 µl＋だ液 50 µl 2日 4℃ 77
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