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研究成果の概要（和文）：LAMP法は、定量的評価という点では課題が残る。これに対しcycling probeとの融合による
解決を着想した。Cycling probe LAMP法の評価に用いたcycling probe PCR法は高感度でありTaqman probeによるreal-
time PCRとの相関は優れていた。本法の至適条件設定としてpHとprobe濃度を検討、1000～100万コピーでCt値との間に
優れた直線性を観察した。LAMP乾燥試薬によるHHV-6DNA検出結果は、液状試薬と一致していた。まだ改善は必要である
が乾燥試薬とcycling probe LAMP法による簡易迅速な定量法の構築がが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study was to develop quantitative LAMP method for measurement of 
target DNA load by using cycling probe. We combine LAMP and cycling probe to develop new quantitative 
method. The cycling probe PCR had a broad, linear dynamic range of detection between 10 and 1000000 
copies of viral DNA. Strong correlations were demonstrated between cycling probe PCR and Taqman real-time 
PCR. The optimized condition for cycling probe LAMP was confirmed using variable concentration of pH and 
probe. The cycling probe LAMP assay had excellent linear dynamic range between 1000 and 1000000 copies of 
viral DNA. However, cycling probe LAMP was less sensitive than Taqman real-time PCR. Result of detection 
from HHV6 DNA in serum by our developed dry reagent for LAMP were correspond with that of liquid reagent. 
Our cycling probe LAMP require improved sensitivity. However, combine dry reagent-LAMP and cycling probe 
suggest the possibility of rapid and simple DNA quantitation method.

研究分野： 臨床ウイルス学

キーワード： HHV-6A　HHV-6B　LAMP　cycling probe

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々は、突発性発疹（突発疹）の起因ウイ

ルスである human herpes virus 6 (HHV-6)
について臨床ウイルス研究を継続してきた。
その過程で初感染HHV-6迅速診断の必要性、
臓器移植患者では、ウイルス再活性化の定量
的モニタリング、特に移植後に問題となる他
の ヘ ル ペ ス 属 ウ イ ル ス の 同 時 測 定
（multiplex）が必要となることを痛感した。
そこで、まずは LAMP 法（Loop mediated 
isothermal amplification）に着目し、全ての
ヘルペスウイルスを対象とした LAMP 法に
よる迅速ウイルス遺伝子増幅法を開発し報
告してきた。LAMP 法は、独特なプライマー
デザインと鎖置換型 DNA 合成酵素を用いる
ことにより、等温ですぐれた核酸増幅効率を
実現している。本法は、迅速な病原体核酸検
出を行うためのpoint of care testとして極め
て有用な検査法であるが、標的核酸の定量的
評価、multiplex 化という点ではいまだ課題
が多い。この問題点に対し本研究では、
cycling probe と LAMP 法の融合による解決
を目指した。同時に LAMP 試薬の乾燥化を
行うことにより、さらなる簡易迅速な遺伝子
定量法開発が可能となると考えた。 
２．研究の目的 

Cycling probe 法 は 、 そ の 一 部 に
DNA-RNA 鎖（キメラ）を含むことにより、
標的配列と完全に一致した時にプローブの
RNA鎖部分がRNase Hにより切断され蛍光
を発する極めて特異性の高いプローブであ
る。本研究は、cycling probe LAMP 法を確立
することにより、現在の主流となっている
real-time PCR 法とは異なった標的遺伝子の
迅速定量法の確立を目指すとともに、最終的
に multiplex 化を目的とした。 
３．研究の方法 

Cycling probe PCR 法については、HHV-6
以外の病原微生物についてはすでにいくつ
かの論文が報告されている。LAMP 法構築の
前に、probe が機能するか確認するため、ま
ずは LAMP 法の標的領域とした HHV-6U31
領域について、cycling probe PCR 法によって
非常に相同性の高いHHV-6AとBを識別可能
かどうか検討した。これにより、cycling probe
による HHV-6A と B の multiplex 定量 PCR 法
が開発可能となる。続いて、臨床検体を使っ
た際の有用性についても検討する。これら一
連の研究は、cycling probe や試薬の取扱いや
multiplex LAMP 法構築時に役立ち、cycling 
probe LAMP 法の評価の際に比較するうえで
の基準になると考えた。 
（1）HHV-6 cycling probe PCR 法の構築 
 ① primer,probe の設計 
標的表域を HHV-6 tegment protein をコー

ドする U31 領域に設定、専用ソフトウェア
（ http://www.takara-bio.co.jp/prt/snps/intro.html
）を用いて両ウイルスを識別する SNP を含む
ように primer、probe を設計した。Probe につ
いてはSNP位置がRNAになるよう設計した。

HHV-6Aprobe には Rox,、HHV-6B には HEX
と、Multiplex 化を考慮して異なった蛍光色素
で標識した。 

表 1 cycling probe PCR primer、probe 配列 
 
② HHV-6 cycling probe PCR 法 

HHV-6A、B それぞれの標準株感染細胞か
ら抽出した DNA を用いて、上記で設計した
primerを用いPCRを行い標的領域同領域をサ
ブクローニングした。作成したプラスミドを
段階希釈し、キャリブレーション曲線を作成
した。反応試薬は 16.5μ1cycleave PCR® 
Reaction Mix（TAKARA）、 115 nM of both 
primers (HHV-6A: H6U31AF 、  H6AU31R, 
HHV-6B: H6BU31F、H6BU31R), 115 nM probe 
(HHV-6A: U31H6Ap, HHV-6B: U31H6Bp)に 5 
μl of extracted DNA を加え、総量を 21.5μｌ
とした。測定には Mx3005p（ストラタジーン）
を用いた。それぞれの primer、probe による
singleplex 反応（単一 primer, probe）と multiplex
反応(両 primer, probe を混合)条件下で検出感
度、日差・同時再現性を評価した。 
③ 特異性の確認 
ヒトに感染する全てのヘルペスウイルス

DNA を用いて、HHV-6 cycling probe PCR 法を
行い特異性を確認した。 
➃ 臨床検体による有用性評価 
造血幹細胞移植患者 8 名から移植後定期的

に採血。全血 200μｌから DNA を抽出、
multiplex HHV-6 cycling probe PCR 法による
HHV-6A、B の同時測定を行い real-time PCR
法と比較検討した。 
（2） 結果 
① HHV-6 cycling probe PCR 法の特異性 
それぞれの標的に対して交差反応性を認

めなかった（図 1）。 

② HHV-6 cycling probe PCR 法の感度 
Singleplex 反応では、HHV-6A、B の各検出

感度はいずれも 10 コピー/反応で、優れた直
線性を示した。Multiplex 反応での検出感度も、
単一標的の場合は 10 コピー/反応まで検出可
能であった（図 2）。日差・同時再現性の検討
においても、すべての Ct 値の CV は 5％以下
であった。しかし、サンプル内に両標的が同
時に存在する場合を考え、HHV-6AとHHV-6B
の両ウイルス DNA を含む検体を解析した結



果、HHV-6B が 10 コピー/反応以上存在する
と HHV-6A の Ct(cycle threshold)値に影響が認
められた。しかし、HHV-6A を含む検体では
HHV-6B に対する影響はなかった。 

図 2 
この場合の検出感度は、両ウイルスとも
102copies/反応であった（図 3）。 

図 3 
③ HHV-6 cycling probe PCR 法の臨床的有
用性 

HHV-6 cycling probe PCR 法の multiplex 反
応で測定された標的ウイルス DNA 量と、現
在のゴールデンスタンダードとされている
real-time PCR による測定結果と比較した。図
４に示すように、HHV-6A、HHV-6B ともにそ

れぞれのウイルス DNA 量には優位な相関が
確認された（図 4）。移植後に同一検体から

HHV-6A、HHV-6B DNA が検出された症例に
ついて解析した結果を図 5 に示す。この患者
は HHV-6A が染色体の中に挿入されている

（ inherited chromosomally integrated human 
herpesvirus-6 : iciHHV-6A）ことが確認された
症例である。レシピエントからの正常な造血
幹細胞（iciHHV-6 ではない）移植によって、
生着にともないドナー細胞由来の血液中
HHV-6A DNA は急激に減少している。ところ
が Multiplex HHV-6 cycling probe PCR 法によ
って、移植後 2 週間後に HHV-6B ウイルス量
が急激に上昇、同じ血液から HHV-6B が分離
されたことからこの時期にHHV-6Bによる再
活性化が確認された。 
（4）小括 1 
最初に取り組んだHHV-6 cycling probe PCR

法は優れた特異性を持っており、標的遺伝子
を段階希釈した基礎検討によれば singleplex
反応、multiplex 反応のいずれにおいても
10copies/反応の標的遺伝子まで検出可能な高
感度な方法であることが証明され、再現性に
も優れていた。特に multiplex 反応における同
時測定については、コスト、検査時間の短縮
において有用と考えられた。臨床検体におけ
る検討でも、従来の real-time PCR 法と良好な
相関が確認できた。しかし、同一検体中の高
い HHV-6B ウイルス量（106コピー/反応以上）
存在が HHV-6A DNA の定量に影響すること
が明らかとなった。この問題については、
HHV-6 が遺伝子に挿入されている iciHHV-6
患者においては 106 コピー /反応以上の
HHV-6DNA 量が検出されることが報告され
おり、今後改善する必要がある。iciHHV-6 に
ついては、ウイルスの再活性化がなくても高
いコピー数が検体中にみられることから、誤
診断の可能性が指摘されてきた。今回示した
ケースにおいては、iciHHV-6A の患者におい
て移植後のHHV-6B再活性化を確実にとらえ
ることに成功している。今後症例数を増した
検討が必要と考えられる。今回、HHV-6 
cycling probe PCRにおいて設計した probeは、
HHV-6A,B を識別可能であり、両ウイルス遺
伝子の同時定量的評価に有用なことが示唆
された。 
（5）Cycling probe LAMP 法の至適条件設定 
① LAMP 法の primer 設計 

HHV-6 cycling probe PCR法の標的領域と同
じ HHV-6U31 領域を対象として、HHV-6A、B
の共通遺伝子配列部分に LAMP 専用 primer
ツ ー ル （ primer explore : 
https://primerexplorer.jp/ ） を 用 い て LAMP 
primer を設計した。HHV-6A,B に特異的
cycling probe に関しては LAMP primer 中の
loop primer を流用、配列中には HHV-6A と B
を識別可能な SNP が配置されるようにそれ
ぞれのキメラprobeを設計した（Takara Bio）。
HHV-6A probe は Rox、HHV-6B probe は FAM
で標識した（表 2）。 
表 2 cycling probe LAMP primer,probe 配列 



検体
保存
日数

乾燥
試薬

液状
試薬

検体
保存
日数

乾燥
試薬

液状
試薬

1 15 ＋ ＋ 16 50 + -
2 15 ＋ ＋ 17 50 + +
3 15 - - 18 50 - -
4 15 - - 19 50 + +
5 15 - - 20 50 - -
6 21 ＋ ＋ 21 50 - -
7 44 ＋ - 22 50 - -
8 44 - - 23 50 + +
9 44 - - 24 74 - -
10 44 - - 25 74 - -
11 44 ＋ ＋ 26 74 + +
12 50 + + 27 74 - -
13 50 + + 28 74 - -
14 50 - - 29 78 - -
15 50 + + 30 99 + +

設計したLAMP primerが標的領域を正確に増
幅するか確認するために、標的領域をサブク
ローニング、コピー数を決定後段階希釈して
感度決定に用いた。LAMP 法は 63℃にて 60
分間反応とした。濁度決定による LAMP 法の
感度は、反応あたり 102コピー(熱変性過程あ
り)であった。LAMP 試薬の組成は、20mM 
Tris-HCL(pH8.8) ､ 10mM KCL ､ 10mM 
(NH4)2SO4 8mM MgSO4 0.8M Betaine 0.2% 
Tween20)、Primer 濃度は以下の様である
2.4μM FIP,BIP, 1.2μM LPB,0.6μM F3,B3,0.2μM
（LPF は probe として使用のため入れていな
い） 
② Cycling probe LAMP 法至適条件設定 
(pH) 
これまでの LAMP 反応における至適 pH は

8.8 であった。一方、cycling probe の要である
Thermostable RNaseH (HybridaseTM)の至適ｐH
は 7.5 である。LAMP buffer(20mM Tris buffer, 
10mM KCL 10mM (NH4)2SO4 8mM MgSO4 
0.8M Betaine 0.2% Tween20)ついて Tris buffer
の pH を 8.8 と 7.5 とした 2 種類の buffer を用
意し Ct(cycle of thresdhold)値を比較した。標
的は単一 probe のみ（HHV-6BDNA）である。
HHV-6 primer, probe 濃度は、以下の様である。
2.4 μ M FIP,BIP, 1.2 μ M LPB, 0.6 μ M 
F3,B3,0.2μM H6B cycling probe、RNaseH 0.5
μl、HHV-6B plasmid 5μl（107-109copies/反応）
で全量 25μl とした。 
表 3 
 107 コピー 106 コピー 105 コピー 陰性 

pH 7.0 12.1 13.0 14.2 - 
pH8.8 9.4 10.2 12.1 - 
蛍光強度の立ち上がりは pH7.0 よりも pH8.8
の buffer の方が速く蛍光強度が増していた
（表 3）。 
③ 至適条件設定 (probe 濃度) 

HHV-6 cycling probe PCR法での結果を参考
に cycling probe を 200n M、400n M とし、他
の試薬条件（pH8.8）揃えて同様に比較した
（図 5）。 

Ct 値とコピー数の相関は probe 濃度を 400nM
にした方が優れており検出感度は 103コピー/
反応であったが、103-106のレンジにおいて優
れた直線性が確認された。しかしながら現時
点の感度は、real-time PCR 法に及ばなかった。 
➃ 小括 2 

LAMP 法と cycling probe 法の組み合わせ
により、LAMP 反応による遺伝子増幅を
cycling probe で検出できることが明らかとな
った。反応条件としては、LAMP 法の至適条

件である pH8.8 においても cycling probe 法に
用いる RNase が機能できることが分った。ま
た、最適な probe 濃度も決定した。しかしな
がら現在の感度としては 103コピー/反応で十
分とは言えず、primer の再検討が必要と考え
られた。感度上昇のためにテンプレートを熱
変性することが有効であるが、Bst polymerase
が 80℃で失活してしまうことや、熱変性後に
Bst polymerase を加えることは迅速、簡便性を
考慮すると現実的でないため、アルカリ変性
など他の感度上昇手段を講じる必要がある。 
（6） 乾燥 LAMP 試薬作成の基礎検討 
これまで LAMP 法は、凍結された buffer, 

dNTPs, primer, Bst polymerase を随時溶解し、
mixture を作成、検体を加えて LAMP 反応を
実施せねばならなかった。しかし、試薬が乾
燥化できれば、検体を混ぜるだけで反応が開
始できるなど工程が簡素化でき、検査時間の
短縮にもつながる。現在の液状 LAMP 試薬を
乾燥化し、さらに簡易迅速な方法とするため、
cycling probe による定量法条件設定と並行し
て LAMP 乾燥試薬の基礎検討を行った。 
乾燥 LAMP 試薬として 10mM KCL 10mM 

(NH4)2SO4 8mM MgSO4 0.8M Betaine 0.2% 
Tween20)、HHV-6 primer2.4μM FIP,BIP, 1.2μ
M LPB, LPF0.6μM F3,B3,0.2μM (Ihira et al. J 
Clin Virol. 2007)、1.4ｍM dNTPs で 8.4μl とし
て、LAMP 反応チューブの蓋の裏側に分注し
た。このチューブを室温にて乾燥後 4℃保存
とした。Bst polymerase については、保存に
よる失活や熱変性を行うことを考慮し、乾燥
化はさけた。検査工程は、以下の様である。
サンプル5μlと100mM Tris buffer(pH8.8) 19
μl を混和 全量を乾燥チューブに移し蓋を
して転倒混和、96℃1 分熱変性を行ったのち、
氷上 2 分で冷却した。その後、Bst Polymerase 
を 1μl 加えて 63℃にて 60 分 LAMP 反応を行
った。反応中に 0.1 まで濁度が上昇したチュ
ーブを HHV-6DNA 陽性と判定した。 
対象検体は、突発性発疹症が疑われ採血され
た患児 50 名である。遠心後すでに報告した
方法(Ihira et al. J Clin Virol. 2007)に従って液
状 LAMP と今回開発中の乾燥 LAMP の両検
査を行い比較した。 
表 4 液状 LAMP 試薬と乾燥試薬の比較 

 



乾燥 LAMP は、定期的に検体が集まった時
点で検討を行ったため、乾燥試薬の保存期間
は 15 日（5 検体）、21 日（1 検体）、44 日（5
検体）、50 日（12 検体）、74 日（5 検体）78
日（1 検体）、99 日（1 検体）となった。液状
LAMP は依頼日に実施し、残余血清を凍結保
存し乾燥 LAMP 法に用いた。乾燥 LAMP 試
薬の結果は、液状 LAMP による結果と 1 検体
（No7）を除いて一致していた。最長の保存
期間は 99 日であった。 
①  小括 3 
今回作成した乾燥試薬は、4℃保存において
およそ 100 日間は液状試薬と同等の結果を得
られることが示された。血清からの DNA 抽
出を省いて直接 HHV-6DNA 増幅を行う本法
は、熱変性工程を必要とするため最後に Bst 
polymerase1μl を加える工程が必要となるも
のの、血清を希釈して乾燥チューブに加える
だけで反応を開始することができ、mixture
を作成する液状試薬による方法と比較して
大幅な工程の簡素化に成功した。HHV-6 
cycling probe PCR 法と組み合わせて最終的に
完成させるためには、今後至適条件を決定し
なければならない点や probe を加えた場合の
安定性をについて検討する必要がある。 
４.研究成果 

HHV-6 cycling probe PCR 法構築は、cycling 
probe 設計や特殊な試薬の取扱いが最終的な
multiplex LAMP 法構築時に役立ものと考え
研究を開始した。最終的には、cycling probe 
LAMP法との比較検討にも利用できると考え、
基礎検討だけでなく、臨床検体を用いた評価
も行った。結果として HHV-6 cycling probe 
PCR 法も、新規開発した multiplex な HHV-6 
DNA 定量技術として完成、報告することがで
きた。 
本研究は、LAMP 反応による産物を cycling 

probeにより検出できることを初めて示した。
しかし、その感度は充分といえず、primer 設
計や条件設定など継続して検討する必要が
ある。Preliminary な結果ではあるが、現時点
で約 30 分で定量が可能となっており、従来
の real-time PCR と比較しても迅速である。ま
た、別に並行して検討した試薬乾燥化につい
ては、液状試薬を用いた場合の結果と非常に
よく一致しており、臨床現場での使用が可能
なことが示された。今回の検討では 100 日前
後の試薬保存が可能なことも示された。この
点についても、より長期的な保存期間（3 カ
月から 6 カ月）を経たのちの信頼性について
確認する必要がある。我々の検討によれば、
DNA 抽出工程を省略してサンプルから直接
標的遺伝子を検出するためには、熱変性過程
が必須なことが明らかとなった。これは血清
中に含まれる Bst polymerase 阻害物質による
ものと考える。Cycling probe LAMP 法の感度
を上昇させる手段として熱変性工程を加え
ることは、Bst polymerase を熱変性後に加える
ことが避けられず多数検体を処理するよう
な場合には致命的となる。よって DNA を変

性させるための他の手段として、アルカリ変
性など応用の可能性を検討してみたい。
HHV-6 cycling probe LAMP 法の至適条件設定
について、研究期間中に全ての問題解決に至
らなかったが、primer 改良、アルカリ変性の
応用などによりさらなる感度上昇が期待で
きるため、試薬の乾燥化と合わせ今後も研究
を継続してゆく必要がある。 
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