
1.　は　じ　め　に

現在わが国では，輸血用血液や血液製剤の安全性を確保

するため，全国から献血によって集められた献血血液に対

して様々な検査が行われている．ウイルス検査に関して

は，血液中のウイルス抗原やウイルス関連抗体の有無を調

べる血清学的検査が行われてきた．また，これに加えて，

1999年 10月より二次検査として全献血血液を対象に核酸

増幅検査（nucleic acid amplification testing ; NAT）を導

入し，輸血用血液や血液製剤の安全性の向上に努めてい

る．NATとは，献血血液の中に含まれるウイルスの遺伝

子を取り出した後，その一部の遺伝子を鋳型として，数万

倍以上に増幅させ，それらを検出する検査法である．これ

により，ウイルスの汚染度が低く従来の血清学的検査では

検出できなかった B型肝炎ウイルス（hepatitis B virus ; 

HBV），C型肝炎ウイルス（hepatitis C virus ; HCV），ヒト

免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus ; HIV）

陽性血も排除できるようになった［1―3］．しかし，現在，検

出感度が最も高い NATスクリーニングを実施しても，未

だに血液製剤によるウイルス感染例が報告されている［2］．

通常の NATでは，献血血液の極一部（数 mL）しか使用さ
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れないため，原理的に献血血液1 mL中に数100個以上のウ

イルスが含まれていれば，確率論的にウイルスを検出する

ことができるが，それよりもウイルス汚染度が低い献血血

液に対しては，検出されるという保証はない［2］．これは，

NATで使用される献血血液中に少なくとも 1つ以上のウ

イルスが含まれていなければ，検出できないという原理に

起因している．また，実際には 50人分の検体を 1つにまと

めて検査を実施しているため，検出感度はさらにその50分

の 1になっている［3, 4］．したがって，血液 1 mL中に

10,000個程度ものウイルスが存在していても，現在の

NATではウイルス陽性血と判断されない場合があり，そ

れを原料としてつくられた血液製剤を介してウイルス感染

が引き起こされてきた．

このような背景から，著者らは独自に作製した導電性中

空糸膜と，遺伝子増幅法であるLAMP法［5, 6］を利用して，

従来の NATよりも高感度かつ迅速なウイルス検査法の開

発に着手した［7］．これまでに，従来の NATよりも数 10

倍感度を向上させることに成功し［8］，引き続き臨床現場

を想定した検討を行った．

実際の臨床現場は，数多くの献血血液を検査対象として

おり，血清成分の個体差が発生する．本来，血液成分は個

人によって大きな違いはないが，食事の有無，食事の内容，

生活環境や日々の健康状態等により，血液成分に多少の変

動を生じることが知られている［9, 10］．この変動により，

従来の NATの検査結果に影響を与えるとの報告がなされ

ている［11］．そこで本研究では，ロットの異なる 2種類の

ウシ血清（bovine serum）を対象に検討を行うことで，本

検査法におけるウイルス検出の安定性について調べること

を主な目的とした．

2.　実　験　材　料

2・1　導電性中空糸膜

本研究で使用した導電性中空糸膜は［7, 8］，一般的に分

離膜として使用されているポリプロピレン製多孔質中空糸

膜の表面に，無電解メッキ法［12］により独自に金属（Au）

を被覆したものである．この膜を約 2 cmの長さに切断し，

導線と吸引用ノズルを取り付け，モジュール化して使用し

た．なお，導電性中空糸膜の細孔径は 100 nmである．

2・2　単純ヘルペスウイルス 1型

本研究において，単純ヘルペスウイルス 1型（herpes 

simplex virus type1 ; HSV-1）を使用した．HSV-1は B型

肝炎ウイルス（HBV）と同様の核酸を持つ DNAウイルス

であり，線状 2本鎖のウイルスゲノムを持つ．また，脂質

と糖タンパク質から成る被膜（エンベロープ）とタンパク

質の殻（カプシド）で覆われており，正 20面体構造を成し

ている．HSV-1の大きさは外径 120～ 200 nmである［13］．

実験ではこの HSV-1を，ウイルスの濃度にして 107～ 10 

PFU/mL（plaqu forming unit ; PFU）となるように滅菌水

で10倍段階希釈することで，HSV-1のみが含まれたウイル

ス液を調製した．

2・3　模擬血清試料

現在の NATは，血液保存液が添加された献血血液（全

血）を遠心分離することにより，得られた血清成分を使用

して実施している［14］．著者らはこれまでに，実験結果の

安定性を保つため，同一ロットから大量に入手できる bo-

vine serumを 1種類だけ用いて模擬血清試料を作製した．

実際の臨床現場では多数の献血血液を検査対象としている

ため，血清の個体差が発生する．本来，血液成分は個人に

よって大きな違いはないが，血液成分に差異が生じる．そ

こで，新たにロットの異なる bovine serumを 2種類（Lot 

No.463325，Lot No.472959，GIBCO）用意し血清個体差を

作り出した．これらの bovine serumと，2・2節のように

調製されたウイルス液（107～ 10 PFU/mLの HSV-1濃度）

とを 9：1の割合で混合し，106～ 1 PFU/mLの HSV-1が

含まれている bovine serumを 2種類作製した．また，血液

保存液として，代表的な ACD-A液を bovine serum 100 

mLに対して 15 mL加えて，これらを模擬血清試料とした．

過去の研究で使用した bovine serumと今回の検査対象

である2種類のbovine serumの総タンパク質量を表1に示

す．またヒト血清個体差の相関性を示すために，2名の健

常男性から採取した血液の総タンパク質量も記載した．

3.　実　験　方　法

3・1　LAMP法に与える血清個体差の影響

著者らは過去の研究で，bovine serumが LAMP法自体

に及ぼす影響を検討した［8］．ただし，これまでに1種類の

bovine serumしか使用しておらず，LAMP法に与える血

清個体差の影響は検討されていなかった．そこで，血清個

体差の影響を調べるため，模擬血清試料を対象に，直接

LAMP法で遺伝子増幅を行った．2・2節のように用意した

107～ 10 PFU/mLの HSV-1のみが含まれたウイルス液を

94℃で 10分間煮沸した後，80℃で 30分間加温し，ウイル
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表 1　ウシ血清とヒト血清の成分
Table 1　Component of bovine serum 

and human serum.

Total protein
（g/dL）

Component

7.3
Bovine serum

（Lot No.382245）

7.2
Bovine serum

（Lot No.463325）

8.0
Bovine serum

（Lot No.472959）

7.3Human blood（A）

7.4 Human blood（B）



ス被膜を破壊することで，HSV-1の遺伝子を得た．次に得

られた各濃度の HSV-1遺伝子と bovine serumとを 1：9の

割合で混合した．この HSV-1遺伝子を含む bovine serum 

1 mLに対して ACD-A液を規定量（0.15 mL）だけ加えた．

その後，遺伝子増幅を行い，反応を終了した．遺伝子の増

幅には，Loopamp DNA増幅試薬キット（栄研化学（株））

を使用し，63℃で 60分間の遺伝子増幅反応を行った後，80

℃で 2分間加温し，酵素を失活することで増幅反応を終了

した．

なお，この実験も各々の試料に対して 5回行い，再現性

についても確認した．

3・2　模擬血清試料からのウイルス検出

2・3節のロットの異なる模擬血清試料を対象に，導電性

中空糸膜と LAMP法を併用したウイルス検査が以下の手

順で実施された．本実験も 5回行い，再現性についても確

認した．

3・2・1　ウイルスの捕捉・濃縮　　10 mLの模擬血清試

料を導電性中空糸膜を介してマイクロポンプにより約 0.6 

mL/sの速度で吸引した．この操作により，全ての HSV-1

が導電性中空糸膜に濃縮された．

3・2・2　ウイルス被膜の溶解　　ウイルスの濃縮後，導

電性中空糸膜をアルカリ SDS（sodium dodecyl sulfate）溶

液（1％SDS，0.2 M NaOH）に 5秒間浸し，ウイルス被膜

を化学的に溶解した．

3・2・3　遺伝子分離　　前項のようにウイルス被膜を溶

解した後，導電性中空糸膜を電気泳動用緩衝液（TAE-

buffer）中に浸し，導電性中空糸膜を陰極，白金線を陽極

として 3.5 V/cmの電界を 5分間印加した．導電性中空糸

膜と白金電極の間には半透膜が存在するため，この操作に

より導電性中空糸膜から分離された遺伝子は，導電性中空

糸膜側の緩衝液 100 mL中にのみ存在する［8］．このように
分離された遺伝子を含む緩衝液を全て回収した．

3・2・4　遺伝子増幅　　LAMP法には前項で得られた遺

伝子を含む緩衝液の内，LAMP法の規定量である 2 mLを
適用し，遺伝子の増幅を行った．

3・2・5　増幅結果の解析　　遺伝子増幅産物の内の 2 mL
を，2％アガロースゲルで電気泳動（10 V/cm，50分）し

た後，エチジウム・ブロマイドによって 10分間染色した．

最後にこれを紫外線照射し，CCDカメラにて撮影した．

4.　実　験　結　果

4・1　LAMP法に与える血清個体差の影響

本節では，LAMP法自体の血清個体差の影響を調べるた

め に，ロ ッ ト の 異 な る 2種 類 の bovine serum（Lot 

No.463325，Lot No.472959），HSV-1遺伝子，および ACD-

A液から作製された模擬血清試料を対象に検討を行った．

代表的な結果を図 1に示す．同図レーンMは，遺伝子増幅

産物のサイズ（base pair ; bp）の指標となる分子サイズマー

カであり，サイズの単位は bpで表記される．同図レーン

1のポジティブコントロールは，LAMP法による遺伝子増

幅反応が正常に行われたかどうかを示すもので，ここに遺

伝子バンドが現れていれば正常に増幅反応が行われたこと

を意味している．図においてレーン 1に遺伝子バンドが現

れていることから増幅反応は正常に行われたことがわか
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図 1 ACD-A液を添加した血清が LAMP法に与える影響
 レーンM；分子サイズマーカ（bp），1；ポジティブコントロール，

2；ネガティブコントロール，3；106 PFU/mL，4；105 PFU/mL，
5；104 PFU/mL，6；103 PFU/mL，7；102 PFU/mL，8；101 PFU/mL，
9；100 PFU/mL.

Fig. 1 Influence of serum containing ACD-A solution on the sensitivity 
of loop-mediated isothermal amplification.

 Lanes : M ; Molecular size marker（bp）, 1 ; Positive control, 2 ; Nega-
tive control, 3 ; 106 PFU/mL, 4 ; 105 PFU/mL, 5 ; 104 PFU/mL, 6 ; 
103 PFU/mL, 7 ; 102 PFU/mL, 8 ; 101 PFU/mL, 9 ; 100 PFU/mL.



る．レーン 2のネガティブコントロールは，遺伝子増幅に

使われた試薬自体が最初からウイルスや遺伝子に汚染（コ

ンタミネーション）されていないかどうかを示すものであ

る．図のレーン 2には遺伝子バンドが現れていないことか

ら，遺伝子増幅に使われた試薬のコンタミネーションがな

いことを示している．図のレーン 3からレーン 9は，106 

PFU/mLから 100 PFU/mLまでの模擬血清試料中に含ま

れている各HSV-1の濃度を示している．106 PFU/mLとい

う値は，1 mLの模擬血清試料中に HSV-1が 106 PFU含ま

れているという意味である．これらのレーン 3からレーン

9にバンドが現れた場合は，検査試料由来の遺伝子バンド

であることを意味している．HSV-1遺伝子のみの試料を対

象とした場合，LAMP法の検出限界は 1,000 PFU/mLであ

った［8］のに対して，ロットの異なる 2種類の bovine se-

rumの場合には，HSV-1遺伝子が含まれているにもかかわ

らず，全ての bovine serumにおいてレーン 3からレーン

9に HSV-1の遺伝子バンドは現れなかった．これは 5回行

った全ての実験で同様の結果が得られた．これより，

LAMP法自体は血清の個体差に関係なく，試料中に血清が

含まれていると遺伝子の増幅が行われないことが示され

た．

4・2　本検査法に与える血清個体差の影響

ロットの異なる bovine serumを 2種類（Lot No.463325，

Lot No.472959）使用した模擬血清試料を対象に，本検査法

に対する血清個体差の影響について検討した．その結果図

2に示すように，全ての試料においてレーン 3からレーン

8まで HSV-1の遺伝子バンドが現れていたことから，ロッ

トの異なる模擬血清試料からでも 10 PFU/mL以上の

HSV-1が含まれていればウイルス検出が可能であった．こ

の 10 PFU/mLという検出感度は，過去の研究で，1種類の

bovine serumを使用した模擬血清試料を対象にした場合

と同感度であり，これを含めた 3種類の bovine serumで検

討すると，血清個体差の影響を受けることなくウイルスの

検出が可能であることを示している．また，従来の NAT

よりも数10倍高い検出感度であり，血清個体差の条件下に

おいても極めて高感度にウイルスを検出できることが本研

究で初めて示された．

5.　考　　　　　察

同じ生活を送ることで，個人の血液成分が全て同一であ

るということはない．ヒトの血液成分は個人により大差は

ないものの，個人の食事の有無，食事内容，食事の摂取量，

日々の生活環境や生活習慣等に違いがあり，それに伴って

総タンパク，アルブミンをはじめとする各血液成分値が変

動する［9, 10］．NATは，このような献血血液を対象に実

施されているため，検査の結果に影響を及ぼすとの報告が

なされている［11］．本研究では，血清個体差の条件下にお

いて初めて LAMP法によるウイルス検出を行った．その

結果，血清個体差に関わらず検査試料中に bovine serum

が存在するとHSV-1の遺伝子増幅を阻害し，LAMP法のみ

ではウイルスを検出することはできなかった．そこで，膜

分離機能を有する導電性中空糸膜を用いた本検査法で個体

差のある模擬血清試料を対象にウイルス検出を試みた．そ

の結果，ロットの異なる模擬血清試料全てから 10 
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図 2 ACD-A液が添加された模擬血清試料に対するウイルス検査
 レーンM；分子サイズマーカ（bp），1；ポジティブコントロール，

2；ネガティブコントロール，3；106 PFU/mL，4；105 PFU/mL，
5；104 PFU/mL，6；103 PFU/mL，7；102 PFU/mL，8；101 PFU/mL，
9；100 PFU/mL.

Fig. 2 Viral detection using metal-coated hollow fiber membrane for 
simulated serum samples including ACD-A solution.

 Lanes : M ; Molecular size marker（bp）, 1 ; Positive control, 2 ; Nega-
tive control, 3 ; 106 PFU/mL, 4 ; 105 PFU/mL, 5 ; 104 PFU/mL, 6 ; 
103 PFU/mL, 7 ; 102 PFU/mL, 8 ; 101 PFU/mL, 9 ; 100 PFU/mL.



PFU/mL以上のウイルスが含まれていれば検出すること

が可能であった．

本検査法が血清個体差の影響を受けなかったのは，以下

の理由と考えられる．導電性中空糸膜は，膜の細孔径 100 

nm以上の物質は捕捉し，細孔径未満の物質は通過させる

膜分離機能を有している．導電性中空糸膜を介して模擬血

清試料を吸引することで，細孔径よりも大きいHSV-1は膜

内に捕捉される．逆に導電性中空糸膜の細孔径よりも小さ

い bovine serum由来タンパク質等は，捕捉されずに膜を

通り抜ける．よって検査対象となる模擬血清試料に個体差

が存在しても，膜分離機能により血清は取り除かれるた

め，個体差の影響を受けることなく，その後の遺伝子分離

操作および LAMP法による遺伝子の増幅が正常に行われ

たものと推察される．以上のことから，導電性中空糸膜を

利用した本検査法は，血液成分等の変動に左右されること

なく，安定したウイルス検出を可能にし，これまでにない

全く新しい高感度ウイルス検査法であることを示してい

る．

なお，本検査法は，遺伝子分離用緩衝液 100 mL中から
2 mLを遺伝子の増幅に用いている．通常 NATに適用する
サンプル量は200 mLであることを考慮すると［15］，遺伝子
分離用緩衝液 100 mLを全て使用でき，検出感度はさらに
50倍向上するものと考えられる．これは本検査法が，

NATでは得ることのできない 1 PFU/mLという極めて高

い検出感度を実現できる可能性を示唆するものである．

6.　ま　　と　　め

本稿では，LAMP法と導電性中空糸膜を利用したウイル

ス検査法における血清個体差の影響について検討を行っ

た．その結果，ロットの異なる bovine serumを使った模

擬血清試料に対しても，bovine serum由来タンパク質等の

影響を受けずに，全ての試料において 10 PFU/mLのHSV-

1が含まれた模擬血清試料までウイルスを検出することが

できた．これは，本検査法が従来の NATでは成し得ない

高感度ウイルス検査法であると同時に，血清に個体差が存

在しても安定したウイルス検出を行うことができる斬新，

かつ画期的なものであることを示している．

今後は本研究で使用したDNAウイルスであるHSV-1の

代わりに，RNAウイルスを使用して本検査法における有

効性を示していく予定である．また，本検査法の更なる臨

床応用を目指し，ヒト由来の血清を対象に検討を進めてい

く予定である．
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