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要 旨

probe-DNAを 結 合したラテックス粒子を用いて,HIV-DNAを 特異的に濃縮 してか ら,PCR法 で増

幅す ることにより,極 めて高感度なHIV-DNAの 検 出法 を確立 した.数 十m1中 に数 コピーないし数十

コピーの標的DNAが 存在する系においては,通 常のPCRで は その検出が難 しい.本 方法によれば,粒

子表面のprobe-DNAが 極 めて高い効率で標的DNAと ハ イブリダイゼーションす ることができ,ま た,

捕捉 されたHIV-DNAを 粒 子から解離せず,粒 子 ごとにPCR反 応 で増幅することができた.

モデル検体系に於 いて本方法の検出感度 は18コ ピー/30m1で あ った.ま た,HIVキ ャ リアーの血液1

部 を正常血液29部,49部,99部 と混合 したプール血液系について,通 常のPCRで はいずれも検出できな

かったが,本 方法の濃縮後PCRで は,全 て陽性 の結果が得 られた.従 って,本 方法 は,PCR法 に よる

輸血用血液のHIVス ク リーニングへの道を拓 くものと期待で きる.

序 文

現在一般的にPCR検 査に用いられるリンパ球

DNA調 製法に,フ ィコールパ ックな どを用いる

遠心分離法,ま たは溶血法 によりリンパ球 を調製

し,そ のリンパ球をSDS一 プロテアーゼで蛋 白消

化後,フ ェノール抽出または熱処理で酵素を不活

性化する方法などがある1)2).また,上 記方法を効

率的に行 うためのキットも市販されている.

しか し,上 記方法は核酸 と蛋白の分離に力点 を

置 いた もので あ り,回 収 され る核酸 に は標 的

DNA以 外の核酸が大量に含 まれる.通 常PCR法

に用いるDNA量 は最大1μ9で あるため3)4),大量

のDNA(10μ9以 上)中 に少量のHIV-DNAが 存

在するとき,そ の検出は困難である.

我々はラテックス粒子にprobe-DNAを 固定 し

た ものを用いて,血 液サンプルから,標 的核酸 を

特異的にハイブリダイズさせ,粒 子 と共に回収,

濃縮 し,そ のままPCR反 応で増幅する方法を開

発 した(Fig.1).こ の方法を用いれば,多 数検体

をプールし,濃 縮することにより,1回 のPCRで

多数検体のスクリーニング検査が行える可能性が

あ る.こ こでは,ラ テックス粒 子 に よるHIV-

DNAの 濃縮,そ れに続 くHIV-DNAの 検出結果

について報告する.

材料 と方法

1.probe-DNA粒 子の調製

ここで使用する粒子の粒径 は約1μmの ポ リス
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Fig. 1 The enrichment process of HIV-DNA with probe-DNA particles

チ レ ン系 ラテ ックスで あ る(L0101,日 本 合 成 ゴ

ム).粒 径 が小 さいため,表 面積 が大 きい .分 散性

もよい,ハ イ ブ リダイゼー シ ョン効率 も高 い5)6).

通 常 の溶液 反応 に適 す る担体で あ る.ま た,通 常

の遠 心操作 で容易 に固液分 離 し,か つ,PCR反 応

を阻害 しない もので ある.

HIV-DNAのprobeは 保 存 性 の高 いgag遺 伝

子領域 の一部 をsense(塩 基 配列1163～1200,38塩

基),antisense(塩 基 配 列760～798,39塩 基)両 鎖

に対 応 す る もの をそ れ ぞれ選 定 した7).Table1

にprobe-DNAの 配 列 を示す.ま た,粒 子表面 に5ノ

末端 を特 異的 に固定 す るた めに,probe-DNAの5ノ

末 端 にアーム としてデオ キシ シ トシン(dC)を10

塩 基 分 導入 した.ア ーム部 を除 くprobe-DNAの

塩 基配列 の ア ミノ基 を当量 の相補 鎖で アニー リン

グ し,2本 鎖 形成 す るこ とによ り,固 定化反応 か

ら保 護 した.固 定 化反応 で はdC塩 基 部 のア ミノ

基 をラテ ックス粒子表面 のカル ボキ シル基 と反応

させ,ア ミ ド結合 によ りDNAを 固 定化 させた6).

probe-dC51とprobe-dC54を そ れ ぞ れ 固 定 し た

probe-DNA粒 子2種 類 を得 た.

2.probe-DNA粒 子 の固定 化率評価

32Pで 標 識 され たdC54相 補 鎖 とdC54probe -

DNA粒 子 を0.5MNaC1溶 液 に40.Cで15分 間 反 応

し,ハ イ ブ リッ ド体 を形成 させた.ハ イブ リッ ド

体 を遠心分 離 に より回収 し,ハ イブ リッ ド体形成

前後 の32Pカ ウ ン トの測 定値 か らdC54相 補 鎖 の

捕 捉量 を算 出 した.同 様 な評 価 をdC-51probe-

DNA粒 子 につ いて も行 った.こ れ らの結果,粒 子

1個 当た りに6～8千 個 のprobe-DNAが 機i能 し

てい る ことが分か った.

3. probe-DNA粒 子 の濃縮効 率

上 記 で調 製 した2種 類 のHIV-DNAprobe-

DNA固 定 粒子(固 形分 それぞれ1重 量%)を 容 量

比1:1の 割 合 で混 合 し,濃 縮 の検討 に使用 した.

標 的DNAと して,HIVウ イ ル スDNA全 長 鎖 を

含 む培 養 ヒ ト白血球NY10株 か ら抽 出 した もの

を用 いた.ま ず,NYIODNA原 液 を段階希釈 し,

それ ぞれ希 釈液5μ1をNestedPCRで 検 出 し,希

釈 溶液 中のHIV-DNA量 を調べ た.

1stPCRの プ ライマー には,SK145AとSK431

Aを,2ndPCRに はSK145とSK431を 用 い た

(Table1).NestedPCRの 最 終産 物 は142塩 基 で

あ る.PCRの サ ーマ ル サ イ ク ラー はPEPKIN

ELMERCETUS社PJ-2000を 用 い,1stPCR,2

ndPCR共 に,94℃ ×1分,55℃ ×1.5分,72℃ ×

1分,30サ イ クル行 った後,72℃ ×7分 間で最終

反応 を行 った.

PCR産 物 は,2%ア ガ ロースゲルで電気泳 動 し

た後,エ チ ジウムブ ロマ イ ド染色 す る ことによっ

て同定 した.

NY10DNA希 釈 液 において,NestedPCRの 検

出限界(5μl)に1コ ピーHIV-DNAが あ る と仮 定

した.

ハ イ ブ リダイゼー シ ョン緩 衝液 の組成 は10mM

Tris-HCI(pH8),0.25MNaCl,0.01%Triton

X-100,0.lmg/mlのcalfthymusDNAで あ る.

この溶 液30mlの 中 にprobe-DNA固 定 粒 子(固 形

分1重 量%,30μl),及 び標 的DNAと し てNY10

DNAを 加 え,60℃ で1時 間 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョンを行 った.NY10DNAは 予 め熱変性 した も

のを用 いた.ハ イブ リダ イゼー シ ョン後,10,000
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Table 1 The sequences of HIV-DNA probes and PCR primers

Table 2 PCR detection with and without enrichment procedure

ND:Nodata

rpmで10分 間遠心 し,粒 子 を沈澱 として回収 し

た.2m1の10mMTris-HC1,0.1MNaC1緩 衝液

で再分散 し,1回 遠心洗浄 してか ら,標的DNAを

probe-DNA粒 子から離さずに,そ のままPCRの

鋳型 として粒子 と共にPCR反 応系 に加 えて,増

幅反応に使用 した.上 記ヒ ト白血球DNAを 含 ま

ないモデル系での濃縮結果をTable2に 示す.

4.血 液検体での濃縮,PCR検 出

(1)HIV陽 性血液中HIV-DNA数 の調査

アンプ リコア血液検体処理試薬(日 本ロシュ)

を用いて5つ のHIV陽 性血液0.5mlか らそれぞ

れ0.2ml白 血球DNA抽 出液 を調製した.HIV陽

性抽出液を100QCで30分 間熱処理 してプロテアー

ゼを失活させた後,希 釈液 を調整 し,そ れぞれの

希釈液5,10,20μ1を 鋳型 として用い,NestedPCR

で増幅 し,HIV-DNAの コピー数を調べた.Table

3にその結果を示す.

(2)プ ール検体 中にあるHIV-DNAの 濃縮,

PCR検 出

上 記5つ のHIV陽 性血 液 か ら抽 出 され た

DNA溶 液80μ1に 対 して,そ れ ぞ れHIV陰 性 抽

出液2.32ml(29人 分),3:92m1(49人 分),7.92m1

(99人 分)を 加 え,30,50,100倍 の 希釈液 を調製

した.こ の希釈 液 を100。Cで30分 間 熱処理 してプ ロ

テアーゼ を失活 させた後,終 濃度が0.25Mと な る

よ うにNaClを 添 加 してか ら,HIV-DNA粒 子30

μ1(固 形 分1重 量%)を 入 れ60℃ で1時 間イ ンキュ

ベ ー トす る こ とに よって,HIVウ イ ル ス 由 来

DNAとprobe-DNA粒 子 をハ イ ブ リダイ ズ させ

た.続 いて遠心 分離(10,000rpm×5min)を 行 い,

HIVウ イ ル スDNAを 粒 子 と共 に沈 澱 として 回

収 し,一 回遠心洗浄後,そ の ままNestedPCR反

応 に用 いた.

成 績

1.モ デル 系での濃縮,PCR検 出

一 細 胞 当 た り
,HIV-DNAを 一 遺 伝 子 含 む

NY10細 胞 よ り抽 出 したDNA溶 液 の希釈 系列 液

を調製 し,probe-DNAに よ るHIV-DNAの 濃 縮

効率 を調べ るモデル実験 を行 った.結 果 をTable

2に 示 した.
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NY10DNA抽 出 液の順次希釈 液(～107倍)を 調

製 し,そ の5μ1を 用 いてPCR増 幅 を行 った結果,

104倍 希 釈液 で は30回 中29回,3.3×104倍 希 釈液 中

では30回 中11回HIV―DNAが 検 出で きた.次 に こ

れ らの希釈液30mlを 用 いて,probe.DNA粒 子 に

よるHIV-DNAの 濃 縮 を行 い(30m1→50μ1),そ

れ らの濃縮液 の全量(50μ1)を 用 いてNestedPCR

を行 った結果,60℃,1時 間 のハ イ ブ リダイゼー

シ ョン条件 で濃縮 を行 った場合,3 .3×106倍 希 釈

で も8回 中7回,HIV-DNAが 検 出で きた.ハ イ

ブ リダ イゼー シ ョン時 間 を12時 間 にすれ ば,4回

中4回 検 出す るこ とが で きた.従 って,こ の濃縮

条 件 で は,HIV-DNAの 検 出感 度 は330倍 改 良 さ

れ,18コ ピ ー/30mlに な って い るこ とがわ かった.

2.血 液 検 体系 での濃 縮,PCR検 出

5つ の 異 な るHIV陽 性 検 体 に対 して,ま ず

NestedPCRで 全 血200μ1中 にあ るHIV-DNAの

コ ピー数 を調べ た(Table3) .そ の 結果検体1か

ら検 体5ま で の 全 血200μ1中 にHIV-DNAコ

ピー数 はそれ ぞれ160,160,80,40,16コ ピーで

あった.続 いて これ ら5つ のHIV陽 性 検 体全 血

1部(200μ1)に 対 して,正 常検体 血液 をそれぞれ

29部(5.8rnl),49部(9.8ml),99部(19.8m1)を

混 合 し,プ ール スク リーニ ングテス ト用 の混合検

体 を調製 した.こ れ らのプール検体 か らそれ ぞれ

の血液量 に応 じて 白血球DNA抽 出 液 をそれ ぞれ

2.4m1,4.0ml,8.0ml得 た.こ れ ら白血球DNA

抽 出 液 にそれ ぞれ10倍 のハ イ ブ リダイゼー シ ョン

緩衝液 とprobe-DNA粒 子(1重 量%,30μ1)を 加

え,イ ンキ ュベー ト,遠 心 分 離 した 後,Nested

PCR検 出 に供 した.ま た,比 較 のた め,濃 縮操作

を行 う前 に,こ れ ら白血球DNA抽 出液 をそれ ぞ

れ5μ1を 採 り,同 じNestedPCRで 増 幅 し,HIV-

DNAの 検 出 を行 な った.

濃 縮 操 作 前 後 のNestedPCR検 出 結 果 を

Table4に 示 した.30人 分 のプール検体 におい て,

HIV陽 性 検 体 のHIV-DNA濃 度 はそれ ぞれ67,

67,33,17,7コ ピー/mlで あ った.濃 縮 前 のHIV

抽 出液 の容量 は約2.4m1で あ るが,濃 縮後 の容量

は50μ1で あった.濃 縮前 のPCR検 出 は5例 中5

Table 3 Titration of HIV-DNA concentration for each specimen by Nested PCR

ND:Nodata

Table 4 PCR detection with and without prior enrichment procedure
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例 とも陰性であったが,濃 縮後PCRで 全て陽性

と判定することができた.ま た,50人 分,100人 分

プール した検体 について も,濃 縮前陰性判定で

あった ものが濃縮後のPCR検 出で5例 中5例 と

も全て陽性 と判定できた.

Table3のHIV陽 性検体中のHIV-DNA濃 度

を用いて計算すると,濃 縮後のPCRの 検 出感度

は30人,50人,100人 分プールした系において,そ

れぞれ16コ ピー/2:4m1,16コ ピー/4ml,16コ ピー/

8mlで あった.濃 縮しない通常のPCR増 幅では,

5μ1に少な くとも1コ ピーが必要であることを考

えれば,濃縮操作 によって約100倍 検出感度を高め

ることができた.

考 察

probe-DNAを 固相キャリアーに固定 し,目 的

物質の分離に使 うことはよく用いられる手法であ

る.し かし,通 常 このような方法で調製される目

的DNA量 は比較的高濃度で,少 なくとも数マイ

クロモル(1017分 子)以 上のものであり1),数 分子

程度の標的DNAの 特異的な濃縮に成功したのは

今回が初めてと思われる.

NY10DNAを 標 的DNAと す るモデル系 にお

いて,probe-DNA粒 子 による濃縮後のPCR検 出

感度は18コ ピー/30m1で あった.ま た,血液検体に

つい て も,濃 縮後 の検 出感 度 は16コ ピー/8ml

(1:99プ ール検体系)で あった.プ ール血液検体

を用いた濃縮実験でも濃縮後のPCRで は,濃 縮

前PCR検 出感度(1コ ピー/5μ1)に 比べて約100

倍ア ップできた ことになる.

濃縮効率 はハイブリダイゼーション効率に深 く

依存 するもの と考え られ る.ハ イブ リダイゼー

ション緩衝液の組成,温 度,時 間が一定の場合で

も,ハ イブ リダイゼーション反応の容量,ま たは

標的DNAの コピー数によって成績が異なる.今

回の実験では,ハ イブ リダイゼーションの温度 は

60。C,時 間は12時 間と長い場合が最も濃縮効率が

良かった.

標的核酸 を濃縮 してか らPCRで 検出する本方

法は,標 的核酸が極 くわずかな量しか存在 しない

検体からの検査 に特に有効である.PCRの 検体調

製 に濃縮操作 を加 えることにより,1回 のPCR

で取 り扱える検体量の制限がなくなるか,同 じ量

であればより高感度な検査結果が期待できる.

本方法は従来のイソプロパンノール沈澱法,ま

たは,ガ ラスビーズを用いる吸着法等に比べて,

標的核酸の抽出原理が基本的に異なる.イ ソプロ

パンノール沈澱法は核酸 と蛋白の析出の違いを利

用した核酸/蛋 白の分離法である.回収で きるのは

全ての核酸である.ま た,回 収 された核酸液の中

に,蛋 白,エ タノール等が含 まれているため,時 々

PCR反 応を阻害することがある.同 様なことをガ

ラスビース法について も言える.ガ ラスビーズが

物理化学的な吸着性で核酸の分離に使用 されてい

るが,特 異的な標的核酸の抽出はで きない.一 般

的にガラスビーズ粒径が大 きい.そ の分散性がラ

テックスに比べて悪 く,吸 着効率 も低い.PCR産

物 も同時に吸着するので,PCR反 応系 に大量のガ

ラスビーズを直接導入すると,PCR効 率 に悪影響

を及ぼす.ま た,通 常のPCR反 応 に用い られる

DNA量 は最大1μgで あるため,数m1の 血液検体

から抽出される大量のDNA溶 液中にある僅かな

標 的DNAのPCR検 出 に は,本 方法 のprobe-

DNA粒 子 による特異的な抽出法が有効 と思われ

る.

また,本 方法は輸血用血液のPCRに よるHIV

スクリーニングテス トへの道を開 くものである.

現在,輸 血液のHIV感 染の検査は抗体検査 で行

われているが,こ の方法にはウインドウ期の問題

が存在する.通 常のPCR検 査は経済的,時 間的制

約か ら,全 ての献血者 に対 して実施することは現

時点で困難 とされる.こ の問題 を解決するには,

HIV-DNA粒 子 を用 いるプールスク リーニ ング

法が有効 と考えられる8).現在HIV感 染率の低い

ことを考えれば,50～100人 分の献血の一部 をプー

ル し,本 法 に よ るHIV-DNAの 濃 縮操 作後 の

PCR検 査 を行 うのがよい と思われる.そ の結果が

陰性なら,プ ール血液全てが陰性 と判定できる可

能性がある.ま た,も し陽性の ときは,さ らに小

さい プール また は個々の検体 のPCRを 行 い,

HIV陽 性検体 を特定する.こ の方法 を用いれば,

遺伝子診断において1検 体当た りの検査コス トと

検査労力を従来法の数十分の一以下 に抑え,莫 大

平成7年9月20日
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な数 に上る輸血液の全てに対 してPCR検 査 を実

施す ることも可能 となる.簡 便な抗体法 とHIV-

DNA粒 子 を用いる遺伝子診断法を併用すること

によって,ウ インドウ期の懸念を除外 した,よ り

安全な輸血液が供給されることが期待できる.

本稿をまとめるにあたり,西岡久寿彌氏,日 方幹雄氏,

笠井 澄氏,小 嶋雅晴氏に貴重な御意見を賜りました.深

く感謝いたします.
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Prior Enrichment of HIV-DNA with Probe-DNA Particles for an

Efficient PCR Diagnosis
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PCR mediated detection of HIV-DNA has been widely used . However, compared with
traditional immunological diagnoses, the extraction of DNA is a laborious and time consuming

step. We have developed a procedure for the efficient isolation and concentration of HIV-DNA

from cell lysates. We report here a novel method by which one can recover HIV-DNA in a small

volume (-50 ,ul) of solution from a large volume of crude cell lysate which contains as few as
several copies. The method uses the specific hybridization of HIV-DNA to HIV probe-DNA

particles. This prior enrichment augmented the sensitivity in the detection of HIV-DNA by PCR,
and allows us to make a diagnosis even if the specimen contained an extremely low copy number

of HIV-DNA molecules in a large volume, which would have otherwise resulted in false-negative
data with the conventional extraction method. The method also enables the examination of 100

individual blood specimens in a combined form. Thus, the application of the present enrichment

procedure with HIV probe-DNA particles should reduce the labor and cost of HIV diagnosis,
since the HIV positive samples represent a very minor group of people among specimens

subjected to clinical laboratory tests and, particularly, among blood samples voluntarily donated
to be used for transfusions.
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