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研究成果の概要（和文）： 
LAMP 法は、等温で迅速かつすぐれた特異性・増幅効率をもつ遺伝子増幅法である。しかし、
標的核酸の定量的評価という観点では real-time PCR法に及ばない。本研究では、グアニン塩基
蛍光現象を利用した Qprobeを LAMP法と組み合わせた HSV-1、HSV-2の迅速定量法を開発し
た。本法は、singleplex 反応において 15 分以内に DNA の増幅が可能であり優れた感度、再現
性をもっていた。しかし multiplex 反応のための至適条件を決定できなかった。また、Qprobe
を用いた融解温度解析により、HHV-6のガンシクロビル耐性遺伝子変異を検出する検討も行っ
た。次に DNA-RNAからなるキメラ probeと RNaseの組み合わせることにより、SNPを含む特
定塩基配列を効率よく検出するサイクリング probeを用いて、VZV野生株とワクチン株を識別
する迅速定量法を評価した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The loop-mediate isothermal amplification method (LAMP) amplifies DNA with high specificity 
efficiency, and speed. However, the LAMP is insufficient for quantification of target DNA in 
comparison to the real-time PCR. In this study, we developed quantitative LAMP assay for HSV-1 and 
HSV-2 by Qprobe, which is quenched via electron transfer between the dye and guanine base at 
particular position. In singleplex reaction, the quantitative LAMPs amplified HSV DNA within 15min. 
The quantitative LAMP for HSV-1 and HSV-2 had high sensitivity and reproducible. However, it was 
impossible to determine an optimal condition for multiplex amplification. In addition, a new molecular 
method by using Qprobe was evaluated for screening of GCV resistant HHV-6B. The results of the new 
molecular method were consistent with those of the direct sequence. The sequence-specific DNA-RNA 
chimeric probe (cycling probe) is also appropriate method for the detection of SNP. The combination of 
LAMP and cycling probe might be good tool for quantitative analysis. As the first step, we developed 
quantitative assay combine real-time PCR with cycling probe to discriminate wild type and Oka-vaccine 
strain of VZV. 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
2010年度 1,300,000 390,000 1690,000 
2011年度 900,000 270,000 1,170000 
2012年度 1,300,000 390,000 1690,000 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,5000,000	 1,050,000	 4,550,000 
 
研究分野：医歯薬学	 

科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学	 

キーワード：臨床検査医学	 

期間番号：33916	 

研究種目：基盤研究(C)	 

研究期間：2010～2012	 

課題番号：22590539	 

研究課題名（和文）	 	 

Multiplex 定量 LAMP 法によるヘルペスウイルス迅速診断法の確立	 

研究課題名（英文）	 	 

Development	 of	 quantitative	 multiplex	 DNA	 amplification	 method	 by	 loop-mediated	 

isothermal	 amplification	 (LAMP)	 using	 Qprobe.	 	 	 

研究代表者	 

井平	 勝（IHIRA	 MASARU）藤田保健衛生大学・医療科学部・准教授	 

研究者番号：10290165 
 



 
１．研究開始当初の背景 

LAMP法は、独自のプライマーデザインと
DNA合成酵素を用いることにより、等温での
すぐれた核酸増幅効率を実現したわが国独
自の技術である。濁度を利用した増幅産物の
確認は、迅速且簡便なためベッドサイドでの
病原体核酸検出を行う（point of care test）上
で極めて大きなアドバンテージである。本法
は感染症の迅速診断法として極めて優れて
いる一方、標的核酸の定量的評価並びに
multiplex 化という観点ではいまだ課題が多
く real-time PCR法に及ばない。一方、産業技
術総合研究所で開発された Q-probe は、標的
DNA のグアニン塩基との相互作用により蛍
光が消光するという特異な評価蛍光色素で
ある。この新規蛍光プローブを用いることに
より、LAMP法でも核酸増幅に伴い蛍光強度
が減少することで定量評価が可能となると
推測した。また複数の蛍光プローブにより、
multiplex化の道も開けると考えた。 
２．研究の目的 
わが国独自の LAMP 法という核酸増幅技

術と Q-probe という新たな国産蛍光 probe 技
術を組み合わせることにより、LAMP法の問
題点を解決することを着想した。Q-probeは、
Taq man probe と比較して安価な点も特徴の
一つであり、現在病原体遺伝子定量法の主流
となっている real-time PCR法と比較し、より
安価、迅速、反応阻害物質に強いなどの LAMP
法の利点を生かしながら、迅速かつ定量性を
併せ持つ LAMP法の構築を目標とする。また、
複数の標的を同時に定量する Quantitative-	 
multiplex LAMP法の構築も視野に入れる。 
３．研究の方法 
我々がこれまで作製したヘルペスウイル

ス LAMP 法の primer を基にして、定量的
LAMP法を開発する。最初は、singleplex反応
で定量的 LAMP法の確立を目指し、最適な反
応条件を検討する。次に、臨床検体を用いて
定量的 LAMP 法と従来の Taq man real-time 
PCRによる定量評価を比較する。最終的には、
複数の標的を同一チューブで測定可能な
multiplex化を目指して最適条件を決定する。 
４．研究成果 
(1)Quenching probe による定量的 LAMP法の
開発 
① はじめに 
単純ヘルペスウイルス（HSV）は、皮膚粘

膜疾患をはじめ中枢神経疾患、母子感染など

様々な臨床像と関連する重要なウイルスで

ある。今回は HSV LAMP 法と、近年開発さ
れたグアニン消光現象を利用した Qprobe 法
を組み合わせた HSV−1、HSV−2 DNA迅速定
量法開発を目的とした。 
 

②方法 
HSV-1(US4)、HSV-2(UL10)に特異的な遺伝

子配列部位に各 LAMP primerを設定した。キ
ャリブレーション系列にはそれぞれの標的
領域をサブクローニング（ pl-HSV1_US4,	 
Pl-HSV_UL102）後、抽出したプラスミド DNA
を用いた。各 LAMP法の mixtureは、In-house 
LAMP試薬とし、その組成は以下の通りであ
る。20mM Tris HCL(pH8.8),10mM KCl,10mM 
(NH4)2SO4,1.2mM MgSO4,0.8M,Betaine, 
0.1%Tween 20 0.4mMdNTPs HSV-1,(HSV-2 
0.5mM), 0.15µM Qprobe-G (HSV-1)または , 
Qprobe-Y (J-Bio21),8U Bst polymerase であり、
それぞれの primer 濃度は、HSV−1、HSV−2
ともに FIP,BIPが 2.4µM 、LPB、LPFが 1.2µM 、
F3、B3 が 0.6µM である。mixture の total 量
は 10µl とし 15µlのサンプルを加えた後、63
度・30 分間 StepOne (ABI)を用いて連続的に
蛍光強度変化を測定した。Ct 値の決定は
QP-PCR データ解析ツール(J-Bio21)を用いた。 
標的領域をサブクローニング、コピー数を

決定した plasmid DNAを段階希釈してスタン
ダード系列とし、同時再現性として HSV-1、
HSV-2それぞれの希釈系列を 5回同時測定し
た。日差再現性として 5日間連続してスタン
ダード系列を 2重測定した。初期検討として
髄液から DNAを抽出、Taq man real-time PCR
によって HSV-1、HSV-2がともに陰性であっ
た 髄 液 に 既 知 濃 度 (108 〜
102/200µl ;pl-HSV1_US4, Pl-HSV2_UL10)のプ
ラスミド DNAをスパイクした後 DNA抽出、
Taq man real-time PCRと HSV定量的 LAMP
法と比較した。 
両 primer, probeによる同一チューブ内での

multiplex反応系についても検討した。反応条
件は singleplex反応に比して primer量を HSV
−1では 50％、HSV−2では 80％とした。その
他の mixture 組成は singleplex と同様である。
Multiplex反応では、HSV−1用のスタンダード
系列(10-106/反応)のすべてに 104/反応になる
ように HSV−2plasmidをミックスした。 
③結果 
HSV-1、HSV-2 定量的 LAMP 法の感度は、

両者とも 100 コピー/反応で、102-106コピー

/tubeの間で良好な直線関係をみとめた(図 1)。 

 



図 1：HSV 定量的 LAMP法の標準曲線 
日差再現性では、HSV−１、HSV−2 の変動係
数(CV％)は HSV−2の 100コピー/反応をのぞ
いて 5％以下であった。 
コントロール髄液に段階希釈した既知濃度

の plasmid DNAをスパイク、DNAを抽出後、
Taq man real-time PCRと定量的 LAMP法を行
い両者を比較した。図 2,3 に示すように両者
の間にはHSV−1でR2=0.99、HSV−2でR2=0.96
という非常に高い相関を確認した。 

 
図 2：Real-time PCRと定量的 LAMP法の比較 HSV−１ 

 
図 3：Real-time PCRと定量的 LAMP法の比較 HSV−2 
HSV-1,HSV-2それぞれの plasmid DNAを同一
チューブに混合し、multiplex反応を行った場
合,HSV−1 では plasmid DNA が少なくなるに
つれて Ct 値は上昇し HSV-1 コピー数と Ct
値の間には y = -0.467ln(x) + 13.696、R² = 
0.99の良好な相関を認めた。しかし、HSV-2
のウイルス DNA 量は 104コピー/反応に固
定してあるため、HSV-2 の Ct 値は変化し
ないと予想していたが、実際は 10.1〜24.1
の間で変化した。 
③	 小括 
今回の定量的 LAMP法は、日差再現性、同

時再現性ともに良好で信頼性の高いウイル
ス DNA 定量的評価法と考えられた。
Quenching probe をもちいた HSV-1、HSV-2
定量的 LAMP 法は、15 分以内で測定が可能
でありその臨床的有用性は高いと思われる。
髄液にスパイクした plasmid DNAによる検討
でも、real-time PCR法と定量的 HSV-1 LAMP
法に良好な相関がみられた。今後臨床検体を
用いた評価が必要になると考えられる。また、
multiplex反応では、さらなる基礎検討が必要
と考えられた。 
(2)サイクリングプローブ法を用いた VZV ワ
クチン株、野生株の鑑別法確立 
①目的 

LAMP法は迅速、簡易な遺伝子増幅法であ
るが、定量的評価という点では real-time PCR
法に及ばない。昨年度は、グアニン消光現象

を利用したプローブ(Qprobe)と LAMP法を組
み合わせて HSV-1、HSV-2の迅速鑑別、定量
法の開発を試みた。Singleplex 測定系では、
測定系が構築できたが、multiplex反応では十
分な結果が得られなかった。そこで本年度は、
DNA-RNAからなるキメラ probeと RNaseの
組み合わせにより、SNPを含む特定塩基配列
を効率よく検出できるサイクリング probe を
用い、まず real-time PCR 法と組み合わせて
varicella zoster virus(VZV)ワクチン株、野生
株の迅速鑑別、定量方法開発を試みた。 
②方法と対象 

VZV ワクチン株と野生株間で遺伝子変異
が多く認められる ORF 62の中に標的領域を
設定し、プライマー（野生株、ワクチン株共
通）、と野生株、ワクチン株用の型特異的サ
イクリング probe を設計した。ワクチン株、
野生株それぞれの標的領域をサブクローニ
ングし DNA を抽出後、コピー数を決定、段
階希釈して同時再現性（5重測定）、日差再現
性(5日間連続して 2重測定)を行った。交差反
応の確認として、異なった標的の probe によ
る測定を行い蛍光強度変化測定した。 
帯状疱疹など VZV 感染が疑われた患者 38

名の皮疹部位を綿棒で拭い、生理食塩液(1ml)
に浸した。拭い液 200µl から DNA を抽出、
また拭い液をそのままサンプルとして用い
singleplex反応での VZV野生株、ワクチン株
サイクリング probe real-time PCRを行った。
我々が既に報告した LAMP 法による野生株、
ワクチン株の型判別と比較、ウイルス DNA
量は Taq man real-time	 PCR法と比較した。 
③結果 
ワクチン株、野生株それぞれの singleplex 反
応では、10-106コピー/反応の間で優れた直線
性と相関係数（野生株 R2=0.99 ワクチン株
R2=0.98）を示した。(図 4: 5重測定) 

 
図 4：Singleplex反応における野生株、ワクチン株の標準
曲線 
5 日連続して行った日差再現性でも野生株、
ワクチン株の％CV は、野生株で 0.4~1.5%、
ワクチン株で 1.0~2.9%に分布していた。 
この条件下でワクチン株プローブは 108コピ
ーの野生株と、野生株プローブは 108コピー
のワクチン株と交差反応を示さなかった。 



拭い液から抽出した DNAを用いた場合、
LAMP-RFLPとサイクリング probe real-time 
PCRの間には 5つの不一致検体(偽陽性 3検
体、偽陰性 2検体)が見られた。他の検体につ
いては両者の型判別法の結果は一致してい

た。(表 1) 
表 1サイクリング probe real-time PCRによる VZV 野生
株、ワクチン株の型判別 

 
臨床検体による Taqman VZV real-time PCR

と野生株サイクリング probe による定量結果
の相関は、抽出 DNA をサンプルとした場合
R2=0.85、ぬぐい液をそのままサンプルとした
場合は R2=0.76であった。(図 5)  

 
図 5：DNAと Swabサンプルにおける野生株サイクリン
グ probe real-time PCRと Taq man real-time PCRの比較 
サイクリング probe real-time PCRにおいて

DNA と拭い液をそのままサンプルとして使
用した場合、両者には非常にすぐれた相関

(R2=0.76)をみとめた(図 6)。 

 
図 6：Swabと DNAによるウイルス量の比較 

 
④小活 

Singleple 反応におけるサイクリング probe 
real-time PCR法の感度は、野生株、ワクチン
株それぞれ 10 コピー/反応であり、plasmid 
DNA 量とサイクリング probe real-time PCR 
の Ct値の間には正の相関があった。また、日
差再現性の検討結果でも、CV値は 5%以下で
高い再現性を確認した 

Singleplex反応による臨床検体の検討では、
今回のサイクリング probe 法と LAMP+RFLP
によるワクチン株、野生株識別結果は完全に
一致していた。サイクリング probe real-time 
PCR法は、TaqMan real-time PCR法との比較
で、定量性についても良好な結果が得られた。
また、DNA抽出を行わず拭い液を直接サンプ
ルとした場合でも、DNA抽出を行った結果と
非常に高い相関を確認した。 

DNA-RNA からなるキメラ probe と RNase
処理を組み合わせたサイクリング probe は、
一塩基置換を正確に検出、定量可能であった。 
(3)	 臨床分離株における Q プローブ法による
ガンシクロビル耐性HHV-6Bスクリーニング 
①目的 
最終年度は、Qprobeを用いた融解温度解析

によるSNPタイピング法の開発を目的に基礎
検討を行った。HHV-6Bに対する抗ウイルス薬
として用いられるガンシクロビル（GCV）の
投与により、HHV-6 U69遺伝子の一塩基置換
が生じウイルスが耐性化することが実験的に
証明されている。そこで、U69に存在するGCV
耐性に関連するSNPsを検出するためQprobe
を作成し、臨床分離株を用いてGCV耐性株の
出現頻度を検討した。 
②方法 

Isegawaらにより供与されたGCV耐性
HHV-6B、U69変異遺伝子（M318V、A447D、
C448G、L450S、A462D、C463Y）DNAをサブ
クローニングし、各遺伝子変異を持つプラス
ミドを作製した。変異領域を3組のprimerで増
幅し（region 1-3）、変異位置にQプローブを
設定した（3種類）。臨床株は、突発疹患児、
造血幹細胞移植後に同一患者から反復して分
離されたHHV-6B 30株(20名)である。 
③結果 
各変異挿入プラスミドDNAをそれぞれの

primerで増幅、Qprobeによる融解温度を図10
に示す。Region 1での融解温度 (Tm)は、
HHV-6B標準株  Z29で  42.9℃、M318Vは
49.1℃であった。Region 2ではZ29 59.4℃であ
り、A447D 56.5℃、 C448G 56.0℃と両者の区
別は困難であったL450S 53.4℃であった。
Region 3では、Z29の59.5℃、 A462D 53.2℃、 
C463Y 48.6℃であった。(図7) 



 
図7	 変異挿入plasmidとHHV-6B(Z29) の融解曲線 
Region1においてすべての臨床分離株のTm値
はZ29と同じであった。Region2の融解曲線で
も臨床分離株はZ29(HHV-6B)と一致しており
変異株とは明らかに異なっていた。Region3で
は、臨床分離株の融解曲線は明らかに変異株
とは異なっていたが、Z29(HHV-6B)とも一致
しなかった。しかし、HHV-6B標準株HSTと臨
床分離株の融解曲線は一致した。 
今回確認したregion 1-3領域における変異を

ダイレクトシーケンスによりそれぞれの塩基
配列を確認したところ、今回スクリーニング
したすべての株においてU69耐性遺伝子変異
は確認されずQプローブの結果と一致した。 
④小活 

Qプローブ法によるHHV-6U69変異遺伝子
スクリーニング法は、ダイレクトシーケンス
の結果と一致していた。Region3 において、
Z29と HSTは GCV耐性とは異なった部分で
遺伝子配列が異なっていた。すべての臨床株
は HSTと一致していた。Region1−3において
今回検討した SNPは、すべて標準株と一致し
ており、GCV耐性遺伝子は検出されなかった。
今回我々が検討した Qprobe を用いた融解温
度解析による SNPタイピング法は、ダイレク
トシーケンスにくらべ簡易、迅速であり臨床
分離株の解析に有用であると考えられた。 
(4)	 総括 
簡易、迅速な遺伝子増幅法である LAMPと、

グアニン消光現象を利用した Qprobe の組み
合わせによって迅速な定量法を確立すると
いう目的は、HSV-1,HSV-2 の singleplex 反応
において達成された。本法は迅速でありなが
らワイドな測定レンジを確保し、HSV−2スタ
ンダード系列 100コピーの CV値をのぞいて
5％以下であり、再現性においても一定のレ
ベルに達した。本定量的 LAMP法の測定時間
は、約 15分と従来の real-time PCRと比較し
て非常に迅速であった。また従来の Taq man 
real-time PCRとの相関も良好で、臨床的に有
用であることが示唆された。本法の有用性を
さらに増すための multiplex 反応における検
討では、一方の標的遺伝子が多い場合、他方
の threshold timeが遅くなり、至適条件を研究
期間中に設定できなかった。また、multiplex
反応では、Qprobeのシトシンに標識した蛍光
色素がアニールした際に近傍に存在するグ

アニンによる交差反応が観察され、もともと
primer の数が多く primer 設計の制限がある
LAMP法において、さらに primer, probe設計
が困難になることがわかった。これを解決す
るために、Qprobe の代わりにサイクリング
probe をもちい検討を行った。サイクリング
probeは、DNA-RNAからなるキメラ probeと
RNaseの組み合わせにより、SNPを含む特定
塩基配列を効率よく検出する方法である。よ
って、Qprobe のように配列依存が少なく、
LAMP 法と組み合わせやすい可能性がある。
本研究では、まず VZV を対象に野生株とワ
クチン株の SNP を検出するサイクリング
probe と real-time	 PCR 法とを組み合わせ評
価を行った。本法は、再現性、測定レンジ、
SNP 検出において非常に優れていた。今後、
さらに研究を継続し、LAMP法とサイクリン
グ probe により迅速定量測定法の開発を進め
てゆきたい。 
	 近年、抗ウイルス薬に耐性を示す株の存在
が示され、移植後のヘルペスウイルス感染症
においてもウイルス DNA 量を定量するだけ
でなく、薬剤耐性株を迅速にモニタリングす
る必要が生じている。本研究では HHV-6GCV
耐性の SNPを Qprobeによって迅速に検出で
きることを示した。 
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