
緒 言

成人T細胞白血病ウイルス（human T-cell leu-

kemia virus type 1：HTLV-1）は輸血で感染する

ウイルスだが1），1986 年に日本赤十字社が献血ド

ナースクリーニングに感作粒子凝集（particle ag-

glutination：PA）法による抗体検査を導入した後

は，輸血による感染が確認された例はほとんど無

い2）3）．しかし受血者 3,602 名を追跡したところ

HTLV-1 抗体陽転が 1例あった，という報告があ

る4）．また少数だが輸血後に患者で感染が認めら

れた症例が血液センターに寄せられ，輸血による

感染かどうか検討されている．輸血された血液は
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A high-throughput nucleic acid testing system was developed for detecting proviral DNA of hu-
man T-cell leukemia virus type 1（HTLV-1）, using an automatic nucleic acid extractor and the real-
time detection TaqMan PCR（TaqMan PCR）targeting the pX region of the HTLV-1 genome. Ap-
proximately 4 µg and 2.5 µg of DNA were obtained from 200 µl of whole blood and 100 µl of frozen
blood cells separated from whole blood, respectively. Extraction of nucleic acid from 48 blood samples
was completed within 120 minutes. The detection limit of the TaqMan PCR was as high as that of the
nested PCR. Amplification and detection of HTLV-1 genome in 96 blood samples was completed
within 160 minutes. Extraction plus TaqMan PCR for viral genome as well as enzyme immunoassay
（EIA）and indirect immunofluorescence assay（IF）for HTLV-1-antibodies were performed to test
38 blood samples which were determined to be HTLV-1-antibody positive by the donor screening
test using particle agglutination. The results of EIA and IF coincided well with those of the TaqMan
PCR, indicating that this detection system for HTLV-1 provirus DNA was useful for testing many
samples in a short time with high sensitivity and specificity.
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抗体スクリーニングで陰性であるから，HTLV-1

感染の初期で抗体産生が十分でないいわゆるウイ

ンドウ期献血など，抗体の検出されないウイルス

血症が想定される．PCRによるプロウイルス

DNA検出検査が必要であるが，ドナーが多数の

場合従来のフェノール，クロロフォルム法等での

核酸抽出，nested PCRによる増幅，電気泳動によ

る増幅確認，という方法では高感度であるが迅速

な検査はできない．

我々はB型肝炎ウイルスとC型肝炎ウイルス

のゲノム検出検査をするにあたり，核酸自動抽出

機 BioRobot と TaqMan PCR & Real-time detec-

tion（以下TaqMan PCR法）を用いる方法を開発

し，輸血による感染の疑われる症例の患者および

関係ドナー検体の解析に用いている5）6）．そこで

HTLV-1 についても従来の用手法に代わり，自動

核酸抽出機により血液から直接白血球DNAを調

製し，TaqMan PCR法でプロウイルスDNAを増

幅，検出するシステムの開発を試みた．

材料および方法

1．検体

日本赤十字社中央血液センターでなされた献血

にともなって，検査用に採取されたEDTA加全血

と，副作用が発生した場合の解析用に採取された

検体（以下保管検体）の 2種類を用いた．献血時

にすべての献血者よりHTLV-1 を含むウイルス

検査を行うことの了解が得られている．保管検体

は抗凝固剤添加のものと無添加の場合があるが，

いずれも分離剤入り試験管に採取され，分離後凍

結保存された．EDTA加全血は血算測定後 4℃で

保存した．保管検体は室温で融解後上清と分離剤

を取り除き，血球層を採取して血球層と同容量の

PBSを加えて浮遊させ，検査検体とした．さらに

HIV-1 抗体陽性の献血血のバッフィーコートも用

いた．

またHTLV-1 持続感染細胞株であるHUT-102

細胞と，ヒト由来の非感染細胞株としてCEM細

胞も培養して用いた．

2．核酸の抽出

用手法としてフェノール，クロロフォルム抽出

法，またはQIAamp DNA Blood mini kit（キアゲ

ン）を用いた．

自動抽出法としてキアゲン社の核酸抽出機

BioRobot 9604 と，QIAamp 8 DNA Blood BioRo-

bot kit を用いた．この方法では核酸をシリカメン

ブレンに吸着させて得る．検体はBioRobot で 200

µl を自動採取し，プロトコールに従って核酸抽出

した．抽出液の 260nmの吸光度から核酸濃度を算

定した．またOD280nmも測定し，OD260nmとの

比を精製度の目安とした．

3．PCR

nested PCRは以前報告した方法に従い，

HTLV-1 の pX領域をプライマー pX�，�，�，
�を用いて増幅した7）．

TaqMan PCR は PE Applied Biosystems 社の

ABI PRISM 7700 を用いて増幅と検出を行った．

この PCRは，蛍光色素（FAM等）およびクエン

チャー物質（TAMRA等）を結合させたTaqMan

プローブ存在下で増幅反応が行われ，結果は

DNA複製の繰り返しに伴い増加した蛍光を検出

することで得られる．HTLV-1 ゲノム検出の増幅

対象は変異が少なく8），かつ核酸配列のよく研究

されている pX領域とした．データーベースより

得た全長配列 9例， pX領域配列 20 例を検討し，

pX領域のなかでも特に保存の高い配列を選び，

以下のようにTaqMan プローブとプライマーを

デザインした．SP1（nt9）7325―7344）：CCCACTT-

CCCAGGGT TTGGA SP2（nt 7446―7461）：GG-

CCAGTAGGG CGTGA，FAM および TAMRA

修飾プローブ SMPR1（nt 7354―7374）：CCAGT-

CTACGTGTT TGGAGACTGTGTACA．増幅は

EZ core regent 試薬（PE Applied Biosystems）を

用い，反応液 50µl で変性 95℃15 秒，アニーリン

グ 60℃60 秒，伸長 72℃15 秒で 50 サイクル反応さ

せた．

4．HTLV-1 pX領域 DNAのクローニング

HUT 102 細胞より抽出したDNAをプライ

マー Sp1 と pX�を用いて pX領域の PCRを行
い，増幅産物をTOPO TA cloning kit（Invitrogen

社）を用いてプラスミドベクターに組み込み，ク

ローン化した．精製したDNA溶液のOD260nm

の吸光度より分子濃度を計算した．
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5．核酸の RNase消化

蒸留水に溶解した核酸 36µl にRNase（ベーリ

ンガー マンハイム）20mg�ml を 10µl 加え，室

温で 15 分間インキュベートした．さらにフェノー

ル，クロロフォルム抽出を行い，エーテル処理の

後エタノール沈殿，乾燥後蒸留水に再溶解し，ヌ

クレオチドや核酸の小断片を除くためスピンカラ

ム処理した．

6．抗体検出

EIAはエイテストATL（エーザイ）を用いて

行った．間接蛍光抗体法（Indirect immunofluores-

cence testing：IF）法は日沼らの方法に従っ

た10）．HTLV-1 持続感染細胞株のMT-2 と，ヒト

由来非感染細胞株のMolt 4 細胞アセトン固定し

たスライドグラスに血清検体を反応させ，ついで

FITC結合ヒト IgGウサギ抗体を反応させた．抗

HTLV-1 抗体の有無は蛍光顕微鏡観察により判定

した．

結 果

1．TaqMan PCR & Real-time detection

（TaqMan PCR）

HTLV-1 持続感染細胞であるHUT102 細胞よ

り抽出したDNAを用いて増幅の確認を行った．

10pg から 10ng の HUT102 細胞 DNAをHTLV-

1 非感染の CEM細胞のDNA 0.5µg に加えて増幅

し，Fig 1 に示した増幅パターンを得た．CEM

細胞DNAだけでは増幅は認められず，HUT102

細胞 DNAが多いほど少ないサイクル数での増幅

が確認された．またHTLV-1 と同じヒトレトロウ

イルスであるHIV-1 DNA陽性の 2検体と，

HTLV-1 抗体が PA法で陰性の 20 検体の末梢血

白血球より得たDNA各 0.5µg 用いてTaqMan
PCRを行った．いずれも増幅は認められなかっ

た．

検出感度を検討するため，クローン化した

HTLV-1 の pX領域DNAをテンプレートとして

TaqMan PCRと nested PCRを行った．種々の濃

度のテンプレートDNAを，CEM細胞DNA0.5µg
存在下で増幅した．Table 1 に示したように従来

の nested PCRでは pX領域DNA2 分子の検出率

が 10 回中 1回であったのに対し，TaqMan PCR

では 4回中 2回であった．20 分子以上では両方法

とも全て検出した．またHUT 102 細胞 DNA 8pg

を用いて nested PCRと TaqMan PCRを行った

ところ前者で 10 回中 2回，後者で 12 回中 6回の

増幅がみられた．40pg 以上では両方法ともすべて

増幅した．TaqMan PCR法は nested PCR法と同

等の検出感度と考えられた．

このTaqMan PCRは 96 検体を 160 分で増幅

でき，反応ウエルの蓋を開放することなく終了と

Fig. 1 Amplification pattern of the HTLV-1 pX region DNA by TaqMan PCR. Zero

ng（■）, 0.01 nanograms（◯）, 0.1 ng（×）, 1 ng（□）, and 10 ng（●）of HUT-102

cell DNA were amplified.
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Table 2　TaqMan PCR of cloned HTLV-1 DNA spiked into nucleotides extracted  from HTLV-1-negative blood 

samples

20,0002,00020020102copy number of HTLV-1 pX 
region DNA

2/2（100）2/2（100）12/12（100）12/12（100）12/22（54.5）5/14 ＊（35.7）PCR：spiked  into DDW（%）

9/9（100）9/9（100）19/19（100）19/19（100）13/22（59.1）5/28（17.9）PCR：spiked into extracted 
nucleotide（%）

＊ Number of positive results/number of experiments.

Table 1　Amplification of the HTLV-1 pX region DNA by nested PCR and 

TaqMan PCR

TaqMan PCRnested PCRtemplate DNA

2/41/10 ＊ ＊copies2HTLV-1 pX region DNA ＊

14/143/320

14/14200

4/42,000

6/122/10pg8HUT 102 cell DNA

8/83/340

4/41/1200

2/21,000

 ＊ HTLV-1 pX region sequence was cloned into plasmid DNA．
＊  ＊ Number of positive results/number of tests．

同時に産物の確認がなされた．

2．BioRobot 9604による血液細胞の DNA抽出

EDTA加全血 44 検体よりBioRobot により核

酸抽出を行った．200µl より 4.0±1.2µg の核酸が
得られた．4℃保存で少なくとも採血後 15 日間は

核酸採取量に低下は認められなかった．これら抽

出核酸のOD 260nm�280nmは 1.85±0.09 であっ
た．

抗凝固剤加保管検体 40 検体の血球 100µl より

得られた核酸は 2.5±1.8µg，OD 260nm�280nm
は 1.93±0.13 であった．なお抗凝固剤なしの血餅

検体では検体採取が難しく，BioRobot による抽出

ではほとんど核酸が得られなかった．EDTA加全

血 10 検体より得た核酸と，それをRNase 消化後

で吸光度より核酸量を測定した．RNase で消化前

の核酸は 4.5±1.3µg，消化後では 4.1±1.4µg と計
算され大きな差はなかった．

さ ら にBioRobot で 得 た 核 酸 抽 出 液 中 に

TaqMan PCRに対し阻害物質があるかどうかみ

るため，HTLV-1 非感染検体より抽出した核酸に

HTLV-1 pXクローン化DNAを添加して増幅し

た．Table 2 に示したように 2コピー加えた場合

17.9％（5�28）陽性で，クローン化DNAのみの 35.7
％（5�14）陽性の結果より低かった．しかし 10
コピー加えたもので 59.1％でクローン化DNAの

み（54.5％）と同等の増幅が認められ，20 コピー以

上では全てで増幅が認められた．以上より明らか

な阻害は無いと考えられた．

BioRobot を用いて，48 検体の核酸抽出が約 120

分で行うことができた．

BioRobot + TaqMan PCR法での一検体当たり

の試薬，消耗品代は約 1,500 円と試算された．

3．HTLV-1抗体陽性の保管検体における BioRo-

bot + TaqMan PCRによるプロウイルス DNAの

検出

本方法によるHTLV-1 ゲノム検出を抗体陽性

検体で検討した．2000 年 1 月から全国の血液セン

ターで，HTLV-1 の PA法による抗体スクリーニ

ング検査が陽性となった献血についてEIA法と

IF法による確認検査を行っている．中央血液セン
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Table 3　Detection of HTLV-1 genome in donated blood samples that showed positive results by PA, and 

positive/negative results by EIA and IF.

total sample 
numbergroup（3）group（2）group（1）

＋＋＋＋＋antibody for HTLV-1　PA

＋ （CI ＞ 2.0）＋－＋－　　　　　　　　　　 EIA

＋＋（CI ＜ 2.0） ＋－－　　　　　　　　　　 IF

37（38 ＊）1473（4 ＊）112number of samples

（25 ＊， ＊  ＊）13（14 ＊  ＊）73（4 ＊）00number of TaqMan　 PCR 
positive samples

 ＊ includes one blood sample whose positivity was not determined by IF.
＊ ＊ includes one blood sample in which viral DNA was amplified in one of five experiments.

ターで献血され，PA法で陽性となった検体でか

つ保管検体が抗凝固剤添加のものより，（1）EIA

および IF法で抗体陰性の 12 検体，（2）EIAと IF

のいずれかで陰性またはEIAの cut off index（CI）

値が 2.0 以下の弱陽性となった 12 検体，さらに

（3）EIA，IF ともに陽性となった検体でEIAの CI

値が 2.0 以上の 14 検体を 3群それぞれ無作為に

選んだ．EIA陰性，IFで判定不能が 1例あったが

（2）群に分類した．この献血 38 例の保管検体から

BioRobot で核酸を抽出した．従来の nested PCR

で抽出DNAを 0.5～1µg 用いているので，ここで
も各約 0.5µg の核酸を用いてTaqMan PCR法に
よりプロウイルスDNAの検出を行った．

結果をTable 3 に示した．（1）群の EIA，IF とも

に陰性の 12 検体は PCRも陰性となった．（2）群の

12 検体では 11 例が PCR陽性で，EIA陽性，IF

陰性の 1例が PCR陰性であった．抗体検査三法陽

性の（3）群の 14 検体では 13 例は明らかな陽性と

なったが，1例は 5回の繰り返し実験で 1回しか

増幅されなかった．

考 察

HTLV-1 のプロウイルスDNAを対象とした

TaqMan PCRは，従来の nested PCR法と同様の

高い検出感度を示した．nested PCR法では 0.5～1

µg の DNAを用いており，TaqMan PCRでも細
胞DNA 0.5～1µg（ヒトゲノムがハプロイド当た
り 3×109bp とすると白血球 1－2×105 個由来に

相当）を用いることで従来法と同等の検出感度と

考えられる．非特異増幅も認められなかった．ま

た増幅の検出は反応ウエルの蓋を開けずにプレー

トのカバー越しに蛍光を検出するため，増幅産物

のキャリーオーバーコンタミネーションによる偽

陽性が防げる，という利点があった．

BioRobot による核酸抽出ではEDTA加全血

200µl より 4µg 前後の核酸が得られ，RNase 消化
をしてもほとんど残ることから大半がDNAと推

定される．純度についてはOD 260nm�280nmの
値と，クローン化HTLV-1 pX領域DNAを用い

たスパイク実験からプロウイルス検出用 PCRに

十分使用できると考えられる．しかしながら保管

検体からは，ほぼ全血 200µl に相当する血球 100

µl 由来の核酸は 2.5±1.79µg，と全血の場合と比
べて少なく，またばらつきが大きかった．これは

凍結検体を解凍し，さらに血球層に密着している

分離剤を除いて血球を得るため，DNAの回収率

が低下したと考えられる．回収されたDNAが 1

µg 以下の検体もあり，保管検体でHTLV-1 のゲ
ノム検査をするには複数回の抽出および検出検査

が必要かもしれない．また保管検体が凝固剤無し

の血餅状態の場合，現在のところゲノム検査は難

しく今後の課題である．

自動核酸抽出機BioRobot+TaqMan PCR法で

抗体陽性検体でのウイルス血症の検出状況を検討

した．PA陽性の 38 検体において，抗体確認検査

として行われたEIAと IF 法のいずれも陰性で

あった 12 検体では，PCRも陰性となった．PA

法は力価の低い場合を中心に非特異的反応するも

のがあるとされ，この 12 検体もHTLV-1 非感染
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例と考えられる．EIAと IF の少なくとも一方で

抗体が陽性であった 25 検体においてEIA陽性，

IF陰性の 1例をのぞいた 24 例で PCR陽性と

なった．PCR陰性の 1例は EIA陽性，IF陰性であ

り，感染例であるのかどうかは判断できない．ま

たEIA陰性で IF法で判定できなかった 1例で

HTLV-1 ゲノムが検出され，PCRは確認検査とし

て有用であった．抗体検査の結果と照らし合わせ

てみて，BioRobot + TaqMan PCR法はウイルス

陽性細胞をほぼ検出していると考えられる．しか

し 1例 EIA，IF 法ともに陽性であるが PCRはわ

ずか 5回中 1回しか増幅されなかった検体があっ

た．用いるDNAを増やすなどすることで検出感

度をさらに上げられるかもしれない．

PA法による抗体スクリーニングは効果を上げ

ているが，HTLV-1 は水平感染が知られており残

るリスクとしてウインドウ期献血が考えられ

る11）．そうした検体の検査に PCRが有効かもし

れない．しかし多数検体用核酸検査法は肝炎ウイ

ルス等では開発されているが，HTLV-1 では抽出

まで含めた方法はほとんど検討されていない．

フェノール，クロロフォルム抽出＋nested PCR

法では数検体であっても検出までに数日を要し多

数検体処理は難しい．一方BioRobot + TaqMan

PCR法では 96 検体の検査が一日で終了する．操

作はほとんど自動化されており，短時間で処理で

きるため多数ドナーが関係した輸血後HTLV-1

感染症の解析など，多数検体検査に有用と考えら

れる．

結 語

今回開発したBioRobot +TaqMan PCR法は，

従来のHTLV-1 ゲノム検出検査法に代わって，多

数検体の迅速な検査ができる良い方法と考えられ

た．
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