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略号一覧 

 

DNA：デオキシリボ核酸 

RNA：リボ核酸 

EGFR：epidermal growth factor receptor（上皮成長因子受容体） 

FLT3：Fms -Like Tyrosine Kinase 3 

PCR：polymerase chain reaction 

RFLP：Restriction Fragment Length Polymorphism（制限酵素断片長多型） 

SNP：Single nucleotide polymorphism（一塩基多型） 

GWAS：Genome Wide Association Study（ゲノムワイド関連解析） 

FRET：Fluorescence Resonance Energy Transfer（蛍光共鳴エネルギー移動） 

RT：reverse transcriptase（逆転写） 

HPV：Human papillomavirus（ヒトパピローマウイルス） 

EIA：Enzyme Immunosolvent Assay 

GSPA：Genotype-Specific Probe Assay 

T.W.T.：Third Wave Technologies, Inc. 

FAM 蛍光：fluorescein 蛍光 

RED 蛍光：Redmond RED 蛍光 

FOZ：Fold over zero 

BCR/ABL：Breakpoint cluster region-Abelson 

ASO-PCR：allele-specific oligonucleotide PCR 

NCBI：National Center for Biotechnology Information 

SurePath：婦人科系細胞保存液 

IL-6： Interleukin-6 

SOCS3：Suppressor of cytokine signaling 3 
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使用機器一覧 

 

・PCR 

GeneAMP PCRsystem9700（アプライドバイオシステムズ） 

・等温反応 

ブロックインキュベーターBI-535（アステック） 

・蛍光測定 

Cytoflour 4000（アプライドバイオシステムズ） 

200-FL/T-ABS fluorescence plate reader (TECAN) 

・キャピラリー電気泳動装置 

MultiNA マイクロチップ電気泳動システム（島津製作所） 

・キャピラリーシークエンサー 

Model 3130 fluorescent DNA sequencer（アプライドバイオシステムズ） 

・リアルタイム PCR 

LightCycler 480（ロシュ・ダイアグノスティクス） 
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緒言 

 

1940 年代にそれまでタンパク質のみで構成されていると考えられていた遺伝子の本体が

核酸（DNA あるいは RNA）であることが報告された（6）。1950 年代には DNA の構造

が二重らせんであることも明らかとなり（93）、研究は急速に進んでいった。 

血液や唾液などから細胞を採取して遺伝子情報を読み取ることは医療の分野にも大きく

貢献しており、遺伝子検査は様々な検査分野と密接に関わりあってきた（101）。遺伝子

検査は大きく①遺伝性疾患や出生前診断といった生殖細胞系列遺伝子検査、②肺癌におけ

る EGFR 遺伝子変異や造血器腫瘍における FLT3 遺伝子変異などの体細胞遺伝子検査、③

外来生物の病原体の遺伝子を検出する感染症遺伝子検査の 3 つに分類される。 

遺伝子検査の手法としては、まず相補的な配列を持つプローブを用いて制限酵素などで

処理された DNA 断片を検出するサザンブロットハイブリダイゼーションなどの核酸プロ

ーブ法が用いられた（11）。1980 年代に入り、DNA をコピーし大量の特定標的 DNA を

合成する方法としてポリメラーゼ連鎖反応（PCR）が報告された（53）。PCR は、高温

に耐性を持つ DNA ポリメラーゼ（Taq ポリメラーゼ）の発見と冷却と加温を迅速に行え

る測定機器（サーマルサイクラー）の開発により世界的に広まっていった（10）。さらに

PCR とプローブハイブリダイゼーションを組み合わせたリアルタイム PCR（25）、プラ

イマーの特異性を利用した点突然変異の検出（102）、PCR と制限酵素切断を組み合わせ

た PCR-RFLP（56）、PCR 産物を鋳型として直接塩基配列を決定するダイレクトシーケ

ンス法（70）など、多様な PCR ベースの検査法が普及していった。 

1990 年代にはいってダイレクトシーケンス法によりヒトゲノムの全塩基配列の解析が広く

行われた結果，ヒトゲノム上には一塩基多型（SNP）と呼ばれる一塩基が変異した多様性

がみられることが明らかになった（16）。SNP は遺伝的背景を調べるための DNA マーカ

ーとして利用することができ（16）、一部の遺伝病における将来的な危険率の診断にも用

いることができる（16）。また、疾患関連遺伝子の特定に SNP を利用したゲノムワイド

関連解析（GWAS）を用いた研究も行われている（39）。 SNP を検出するための方法と

しては、以前は制限酵素を用いた PCR-RFLP 法が用いられていたが、この方法は煩雑な

操作を要する、時間が掛かるなどの大量の検体を測定するには不向きな点もあった。その

ため、SNP の正確かつ簡便な検出法が求められるようになり、汎用性の高い方法として二

重標識プローブを用いたリアルタイム PCR（24）やパイロシーケンス法（62）が開発さ

れた。そのなかのひとつがフラップエンドヌクレアーゼの三重鎖修復機構を利用したイン

ベーダー法（47）である。 

インベーダー法はフラップエンドヌクレアーゼによる二つの反応で構成される。一次反

応では、標的となる DNA 配列、相補的な配列を持つインベーダーオリゴおよびプライマ

リープローブで形成される 3 重鎖部分（切断点）をプラップエンドヌクレアーゼが切断

し、プライマリープローブの 5’-末端にあるフラップ配列が遊離する。遊離したフラップ配
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列は相補配列を持ち蛍光色素とクエンチャー色素を二重標識している FRET カセットに結

合する。これにより二次反応が起こりフラップ配列と FRET カセットにより形成された 3

重鎖はフラップエンドヌクレアーゼに切断され、蛍光色素が遊離する（図 1）。インベー

ダー法の特徴としては①切断点に SNP を設定し、2 種類のプライマリープローブと FRET

カセットを用いることで多型解析を行える ②一次反応、二次反応ともに等温反応であるた

め、サーマルサイクラーなどの高額機器を必要としない ③すべての反応に共通の FRET

カセットを使用するため試薬コストがかからない、の 3 点があげられる。 

本論文ではこのヒトの生殖細胞系列検査（SNP 解析）のために開発されたインベーダー

法を体細胞遺伝子検査および感染症遺伝子検査に応用することを目指した。 

第 I 章-1 は HBV 遺伝子型判定法の確立（80）、第 I 章-2 では HBV ポリメラーゼ RT

ドメインにおける薬剤耐性関連変異（L180M、A181G/S/T/V、T184A/C/F/G/I/L/M/S、

S202C/G/I、M204I/V、M250I/L/V）を検出する HBV 薬剤耐性変異検出法（81）、第 II

章-1 では蛍光強度比を用いた簡易定量法による BCR/ABL キメラ mRNA ABL 遺伝子キナ

ーゼドメインアミノ酸 315 変異（Threonine →Isoleucine）の相対比率算出による治療効

果予測法（82）、第 II 章-2 ではリアルタイム PCR とインベーダー反応を組み合わせた広

範囲なダイナミックレンジを有するリアルタイムモニタリング定量法の開発（83）、第 II

章-3 では“リアルタイムモニタリング定量法”を用いたハイリスク HPV14 遺伝子型の相

対定量解析による子宮頸がんリスク評価方法の開発（84）、第 II 章-4 では Red complex

を含む 6 菌種の歯周病関連菌のリアルタイムモニタリング定量法を用いた定量解析

（85）、第 II 章-5 ではリアルタイムモニタリング定量法を用いた C 型肝炎ウイルス

（HCV）コア領域アミノ酸 70・91 変異の相対定量解析による肝発がんリスク評価方法

（86）について述べた。 

 

図 1. インベーダー法の原理 
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第 I 章． フラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構を利用した定性解析 

 

第 I 章-1. HBV 遺伝子型判定法の確立 

 

(1) 緒言 

 

Hepatitis B virus（HBV）持続感染者は全世界で約 4 億人と報告されている（28）。

HBV は慢性肝炎、肝硬変および肝がんの主たる病因のひとつであり、その重篤な病状と

感染性は世界的に問題となっている（48）。HBV は 8%以上の配列の違いから大きく 8 つ

の遺伝子型（A-H）に分類されており（63）、その遺伝子型は特徴的な地理的分布をみせ

ている。ヨーロッパ、アフリカおよびアメリカでは A 型と D 型が優位であり、東アジアで

は B 型と C 型が優位となっている。日本では東北と沖縄を除き 90%以上が C 型である

（65）。HBV ではいくつかの亜型も報告されている。B 型では 2 つの亜型が報告されて

おり、日本を除くアジアに分布している Ba 型はリコンビネーションによりコア領域の配

列は C 型に近似している（76）。日本で検出される B 型は Bj 型として分類されている

（76）。A 型についても 2 つの亜型が定義されている（35）。Ae 型はヨーロッパに多く

分布し、Aa 型はアジア・アフリカで一般的である（35）。各遺伝子型の臨床的な相違に

ついても研究が進められている。日本における研究では HBV 感染の最終像である肝癌の

発症率で遺伝子型間の違いを比較すると、統計学的に有意に C 型に多く、B 型に少ない傾

向が認められ、発症年齢も C 型では平均 50 歳代、B 型では平均 70 歳代、と有意差があ

る。Bj 型では HBe 抗体陽性率が高いのに対して Ba 型では HBe 抗原陽性率が高いことが

報告されている（30）。また、Ba 型は薬剤耐性変異として報告されている RT 領域 204

番目のアミノ酸がメチオニンからバリンもしくはイソロイシンに置換する YMDD 変異が

起こりやすく、ブレークスルーを起こしやすいことも報告されている（32）。増加傾向に

ある A 型については急性肝炎から速やかに慢性肝炎に移行することが報告されている

（31）。台湾では、B 型と 50 歳以下の世代における肝がんの急激な進行において統計学

的に有意な関連が報告されている（27）。 

これらの疫学的および臨床的研究から HBV の遺伝子型を明確にすることが重要であり、

簡便かつ確実な遺伝子型診断方法が求められている。HBV-DNA のシークエンスや

Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)

が主流であったが、煩雑であること、コストが高いことが主因となり、恒常的に実施する

には難点がある。 

本章では、ヒトゲノムにおける一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism；SNP）を

タイピングするために開発されたフラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構

（インベーダー法）を利用した HBV 遺伝子型判定法の構築について検討した。HBV のコ
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ア領域および preS / S 領域を PCR 増幅し、合計 12 カ所の特徴的な塩基配列をクリベージ

ポイント（フラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構における切断点）に選

び HBV の遺伝子型および亜型である Aa, Ae, Ba, Bj, C, D, E, F, G および H 型を正確に判

別することを可能にした。 

 

(2) 方法 

 

・材料 

 

HBV 遺伝子型判定の検討には、虎の門病院分院（神奈川）にて B 型慢性肝炎と診断さ

れた患者から採取され、解析に使用するまで-80℃で凍結保存されていた 505 例の血清検

体を用いた（倫理委員会承認番号 2003-39）。 

 

・Enzyme Immunosolvent Assay および Genotype-Specific Probe Assay を用いた HBV 

genotype の測定 

 

市販されている Enzyme Immunosolvent Assay（EIA）法による HBV ゲノタイプ判定

用キット（HBV genotype EIA）（Institute of Immunology）および DNA プローブ

（Genotype-Specific Probe Assay；GSPA）法による HBV ゲノタイプ判定用キット

（Genome Science Laboratories）を用いて HBV 遺伝子型を測定した(28，91)。EIA 法で

は A～F 型まで DNA プローブ法では A～G 型までに分類した。 

 

・HBV 遺伝子型判定用インベーダープローブの作製 

 

完全長 HBV ゲノム（約 3200bp）でゲノムデータベース genebank に登録されている

HBV-DNA 塩基配列 491 例をダウンロードし、配列解析ソフトウェア clustal X（欧州バ

イオインフォマティクス研究所）を用いてマルチプルアライメント（Gap Opening: 10、

Gap Extension: 0.2、Delay Divergent Sequence: 30、DNA transition Weight: 0.5）を行

なった。次に同じ遺伝子型内で保存されかつ異なる遺伝子型とは DNA 配列の異なる領域

をコア領域、S 領域から探し出した。コア領域については nt1978、nt1984、nt2020、

nt2056、nt2059、nt2160 および nt2345 をクリベージポイント（L1～L7）とした（図

1）。また L8～L12（t2887、nt2901、nt2950、nt2980 および nt3008）を S 領域のクリ

ベージポイントとした。これら 12 ヶ所について遺伝子型により得られるシグナルのパタ

ーンが異なるように Aa, Ae, Ba, Bj, C, D, E, F, G および H 型を判別するために必要なプ

ライマリープローブおよびインベーダーオリゴ DNA を設計した（表 1）。L1～L12 にお

ける 1～10 本のプローブは合算して 3.5 μM となるように等量ずつ混合し、混合プローブ
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とした。L5 は Ba 型の判定にのみ使用した。L7 をクリベージポイントとするプローブ結

合領域は全ての遺伝子型で高く保存されているためこのウェルにシグナルが得られた場合

を HBV 陽性とした。塩基番号参照配列にはアクセッション No. AB014378 を使用した。 

 

・HBV-DNA の抽出とマルチプレックス PCR 

 

HBV-DNA は血清 100 μL からスマイテスト EX R＆D（Genome Science 

Laboratories）を用いて抽出した。抽出した DNA は各 1 μM の core-F (nt1916-

nt1944 ):5’-TATAAAGAATTTGGAGCTWCTGTGGAGTT-3’、 

core-R (nt2414-nt2395) :5’-GCGGCGATTGAGAYCTKCKT-3’、 

S-F (nt2815-nt2843) :5’-GGTCACYATATTCTTGGGAACAAGAMCTA-3’ 

 S-R (nt3151-nt3128) :5’-CTGACTGCCGATTGGTRGAGGCAG-3’、800 nM d-UTP、

2×Multiplex PCR Master Mix（キアゲン）、1 unit（U）の UNG（アプライドバイオシ

ステムズ）を含む 25 μL の反応液に加えた。PCR は GeneAMP PCRsystem9700（アプラ

イドバイオシステムズ）を用いて 50℃ 2 分、95℃ 15 分反応させた後、94℃ 30 秒、

58℃ 30 秒、72℃ 30 秒 で 50 サイクルのサーマルサイクリングを実施し、最後に

72℃ 7 分間の追加伸長反応を実施した。PCR 産物は 25 μL の PCR 反応液全量から

AMPure （日本ジェネティクス）を用いて精製し、50 μL の蒸留水（DW）に溶出した。

溶出液は 95℃で 5 分間処理し、2 μL をそれぞれのインベーダー反応に供した。 

 

・インベーダー反応 

 

インベーダー反応には Cleavase XI Invader Reagent core kit（Amplified DNA）

（T.W.T.）を使用した（57）。65℃で 15 分反応させた後、Cytoflour 4000（アプライド

バイオシステムズ）を用いて FAM および Redmond RED（Epoch Bioscience）の蛍光値

（Fold over zero: FOZ）を測定した。FOZ 値のカットオフ設定のために HBV 陰性血清

24 例を測定し、各ウェルにおける FAM-FOZ 値、RED-FOZ 値の平均値＋5S.D.を求め

た。FAM-FOZ 値では L1～L12 において 1.21～1.51、RED-FOZ 値では 1.20～1.64 であ

った。そのため、カットオフ値は 2.00 に設定した。 

 

・HBV-DNA のクローニング 

 

検出感度の検討用として A～D 型における約 3000bp の HBV-DNA をプライマーHBV-

seq F（nt1912-nt1925）: 5’-CCCGTATAAAGAATTTGGAGCTTC-3’、HBV-seq R

（nt1736-nt1715） : 5’-GAAGTATGCCTCAAGGTCGGTC-3’ を用いて増幅した後、

pCRⅡ-TOPO（インビトロジェン）ベクターに組み込んだプラスミドを作製した。混合型
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を確認するクローニングシークエンスについては、過去の報告に基づいて行った（28）。 

 

・検出感度の検討 

 

A～D 型の HBV-DNA を導入したプラスミドを 1～103コピーに希釈し、測定した。また

混合型における検出感度を調べるため、10 コピーのプラスミドを異なる遺伝子型のプラス

ミド 10～103コピーに添加し測定した。 

 

(3)結果 

 

検出感度の検討 

 

プラスミドを用いた検出感度の検討では Ae、Ba および C 型で 1 コピー/チューブ、Bj

および D 型で 10 コピー/チューブまで HBV-DNA を PCR 増幅し、遺伝子型を判定するこ

とが可能であった（表 3）。混合比の検討では、Ae 型については、C 型が 103コピー中に

10 コピーの存在まで混合型と判定することができ、Ba 型および Bj 型については、C 型が

104コピー中に 101コピーの存在まで混合型と判定することができた（表 4）。この相互関

係はメジャーな遺伝子型を Ba / Bj 型にし、マイナーな遺伝子型を C 型に変えて試験した

ところ、同様の結果を示した。 

 

各遺伝子型の検出 

 

シークエンス解析により HBV 亜型 / 遺伝子型を確認した検討用血清（表 5）を本法で測

定した。L1～L12 における蛍光検出パターンは図 3 に示したとおり遺伝子型特異的であっ

た。特に Ba 型および Bj 型ではコア領域内の L1,3,4,5 および 6 で明確な違いがみられ、

Aa 型および Ae 型は L2 および L12 で判別することが可能であった（図 4）。 

 

EIA 法および GSPA 法との判定結果の比較 

 

計 505 例の B 型慢性肝炎患者の血清検体を用いて、pre-S2 領域に存在する HBV 遺伝子

型特異的配列を認識するモノクローナル抗体を用いた EIA 法および pre-S1 領域を用いた

GSPA 法と遺伝子型判定結果を比較したところ、EIA 法で単一遺伝子型と判定された 165

例中 162 例（98.2%）はインベーダー法による判定と一致し、3 例（1.8%）が不一致であ

った（表 6A）。GSPA 法では、343 例中 333 例（97.1%）で結果がインベーダー法による

判定と一致した（表 6B）。GSPA 法で判定不能となった 10 例については、ダイレクトシ

ークエンス解析によりインベーダー法で判定された遺伝子型を確認できた。両者で揃って
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混合型を示した 4 例については、コア領域をクローニングしたのち、シークエンスを行

い、2 例から遺伝子型の異なるクローンを得た。他の 2 例では、それぞれ 15 クローン、

20 クローンをシークエンスしたが複数の遺伝子型を確認することはできなかった(表 7)。 

 

（4）考察  

 

インベーダー法を用いて HBV の遺伝子型である A～H までの 8 つの型と、A 型、B 型

の亜型である Aa, Ae, Ba および Bj を判別する方法を開発した。各遺伝子型でよく保存さ

れた塩基配列、およびその周辺領域 12 ヶ所にプライマリープローブおよびインベーダー

オリゴ DNA を設計し、FAM / RED 蛍光の検出パターンから Aa～H 型までの 10 種類の

遺伝子型の判別と、A～D 型までの混合感染を検出できることが確認された。本法は、

HBV の遺伝子型に加え亜型も簡便に分類可能な初めての検査法である。HBV の Ae, Ba, 

Bj, C および D それぞれの DNA 断片を組み込んだプラスミドを用いた検出感度の検討で

は、10 コピー/テストチューブまでの検出が可能であった。遺伝子型の異なるプラスミド

を異なった濃度で混合した検討では、1,000 : 10 の差であっても両方の遺伝子型を検出す

ることが可能であった。この検出感度は GSPA 法キットと同等であった（48）。168 例の

HBV 陽性血清を用いてインベーダー法と EIA 法との結果を比較した。168 例中 3 例

（1.8%）でインベーダー法と EIA 法の結果が乖離したが、この 3 例における GSPA 法お

よびシークエンス解析の結果はインベーダー法と一致した。さらに、GSPA 法とは 343 例

の血清を用いて結果を比較した。GSPA 法では 343 例中 10 例（2.9%）が判別不能となっ

たが、この 10 例におけるインベーダー法とシークエンス解析の結果は一致した。EIA 法

では、PreS2 領域に設定されたモノクローナル抗体が正確に認識できる抗原エピトープが

保持されていることが検出の条件となる（91）。インベーダー法では 12 カ所の塩基配列

に検出用のプローブを設計してあるため、数カ所にプローブ結合領域内の遺伝子変異によ

り反応阻害が起こったとしても、12 ヶ所のシグナルパターンを総合的に判読するので、こ

のような制約は無い。実際の臨床検体で、遺伝子型 Bj と C の重複感染が検出された事例

について検討したところ、GSPA 法、インベーダー法共に Bj と C の重複感染シグナルを

検出可能であった。しかし、この検体の PCR 産物のランダムクローニングとクローンの

シークエンスを実施したところ、20 クローンの解析では、全て Bj を示した。本検体にお

ける実際の Bj, C の存在比率は、ディープシーケンサーを用いて調べてみる必要がある

が、20 クローンのシークエンスの全てが Bj であったことから、混在する C の存在割合

は、5％以下であったと考えられた。従って、GSPA 法、インベーダー法共に 5％以下の微

量に混合した遺伝子型の存在を検出可能と思われた。更に、インベーダー法は、ヒトゲノ

ムの SNP タイピングを主な解析の目的として開発された手法だが（57）、その原理は、

HBV の遺伝子型分類に限らず、感染症領域の診断にも応用することができると思われ

た。すでに、細菌の菌種同定や、薬剤耐性変異の解析に既に広く用いられている実績もあ
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り（81）、今後の応用に期待が持てる。 
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表1. HBV遺伝子型および亜型判定を行うためのプライマリープローブおよびインベーダー

オリゴDNA 

      
HB1978-p1 ACGGACGCGGAGY

・

RTTCGAGAYCTCCTYGAC  
HB1978-p2 CGCGCCGAGGG

・

GTGCRDGAYCTCCTAGA 
HB1978-io CTGTGGAGTTACTCTCTTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCKTCC  
HB1984-p1 CGCGCCGAGGG

・

GATCTACTHGAHACMSG 
HB1984-p2 ACGGACGCGGAGA

・

GATCTYSTRGAYACMG 
HB1984-io TCGTTTTTGCCTTCTGACTTCTTTCCTTCMGHVNGT 
HBV2020-p1 CGCGCCGAGGH

・

GCHTTRRAATCTCCTG 
HBV2020-p2 ACGGACGCGGAGG

・

GCCTTAGAGTCTCCS 
HBV2020-io GACACCGCCTCHGCYYTGTATMGGGAT 
HB2056-p1 CGCGCCGAGGG

・

TGRTGAKGTGAGCAAT 
HB2056-p2 ACGGACGCGGAGA

・

TGRTGAGGWGWRCAATG 
HB2056-io CAACACACAATAGCTTGCCTGAKTGCYGTT 
HB2059-p1 CGCGCCGAGGC

・

GTATRGTGAGSYGWVMH 
HB2059-io MCCCCAACAYWSAAYVVCTTGCCTGAKWGCA 
HB2160-p1 ACGGACGCGGAGG

・

YTATGTCAAYRTTAATATGGG 
HB2160-p2 CGCGCCGAGGA

・

TTATGTTAACACTMMCAYGGG 
HB2160-io AGTAATTTRSAAGAYCCAGCATCCAGGGAWYTAGTAGTCAC 
HBV2345-p1 CGCGCCGAGGK

・

DYRTCTAACWAYASWAGTY 
HBV2345-p2 ACGGACGCGGAGG

・

GYCYCKDYRTCTAA 
HBV2345-io AGGGAGTTCTTCTTCTAGGGRWCCYGCVTCT 
HB2887-p1 ACGGACGCGGAGC

・

AGAATCTTTYCAYCAGC 
HB2887-p2 CGCGCCGAGGA

・

CRAAYCTKBCKGTYCCC 
HB2887-io KTCTTSSRAACMWMRRCWASRSMWKGGGKT 
HB2901-p1 CGCGCCGAGGK

・

CCCAAYCCKCTGGG 
HB2901-p2 ACGGACGCGGAGC

・

CYCAATCCNCTGGG 
HB2901-io CTCGRMAAGGCATGGGGACRAATCTTTCYGTA 
HB2950-p1 ACGGACGCGGAGA

・

AAGCCAACTCMGAMAATC 
HB2950-p2 CGCGCCGAGGG

・

GAGCCAAYTCAAACAATC 
HB2950-io TCCCCGATCATCAGTTGGACCCTGCRTTCT 
HB2980-p1 ACGGACGCGGAGC

・

TCAAYCCVMACAAGGAC 
HB2980-p2 CGCGCCGAGGT

・

TCAACCCCAACAAGGAT 
HB2980-io TGCATTCAAAGCCAACTCAGAAAATCCAGATTGGGACA 
HB3008-p1 ACGGACGCGGAGG

・

CTGGCCAGKKGT   
HB3008-p2 CGCGCCGAGGT

・

SKGGCCAGYSGTC 
HB3008-io GAATGCTCCYACTCCTACCTGRTKGGCTC 
       
p1: プライマリープローブ (FAM蛍光)  p2 : プライマリープローブ(RED蛍光) io: インベ

ーダーオリゴDNA 

下線部は 5'フラップ配列を示した。 

･: プライマリープローブのクリベージポイントを示した。 
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表2. インベーダー法による遺伝子型および亜型判定を行う標的核酸残基の位置 

 

Core 
Gene 

Nt 
position 

1978(L1) 1984(L2) 2020(L3) 2056(L4) 
 

 Nucleotide G       Y G       A A       G C        T  
 Genotype Bj   Ba,C,G Aa    Ae,E Bj      Ba,C Bj   Ba,C,F,G  

 Nt 
position 

2059(L5) 2160(L6) 2345(L7) 
  

 Nucleotide 
G A       G 

6塩基 
（ARGACC) 

の挿入 

– 
  

 Genotype Ba Bj   Ba,C, E A       Not A   

S 
Gene 

Nt 
position 

2887(L8) 2901(L9) 2950(L10) 2980(L11) 3008(L12) 

 Nucleotide      A          C       T          C G               A T            C   A          C 
 Genotype A,B,C,G    D A,C,G,H     B C,G           B C            B  Aa,E    Ae,G 

Nt positionはアクセッション番号AB014378のEcoRI切断点を1として算出した。 
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表3. インベーダー法による遺伝子型および亜型の検出感度 

  

コピー数 
（プラス

ミド） 

HBV/Ae  HBV/Ba HBV/Bj HBV/C HBV/D 
FAM / RED FAM / RED  FAM / RED FAM / RED  FAM / RED 

103 +   (1.1/30.9) +   (1.1/32.1)  +   (13.0/1.0) +   (1.0/32.7) +   (1.1/25.4) 
102 +   (1.0/28.3) +   (1.0/31.3)  +   (13.0/1.0) +   (1.1/36.4) +   (1.1/24.0) 
101 +   (1.0/27.5) +   (1.1/30.3)  +    ( 9.4/0.9) +   (1.1/32.8) +   (1.1/23.4) 
1 +   (1.0/25.2) +    (1.0/4.9) －   ( 1.0/0.9) +   (1.0/31.3) －   (1.1/ 1.1) 

プラスミドを用いた検出感度の検討。HBV-DNAをPCR増幅し、Ae、BaおよびC型で1コ

ピー/チューブ、BiおよびD型で10コピー/チューブまで遺伝子型を判定した。 

遺伝子型特異的なシグナルが得られた場合を陽性（＋）とした。 

FAM / REDは L6（nt2160）における FOZ値を表した。 
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表4. インベーダー法における混合プラスミドを用いた検討     

              

HBV/C型プラス

ミドのコピー数 
105コピー 104コピー 103コピー 102コピー 101コピー 

10コピーの

HBV/Aeを添加  
 C   

(1.2/26.9) * 
 C    

(1.7/26.3) * 
Ae + C  

(6.8/24.2) * 
Ae + C  

(17.7/23.0) *a 
Ae + C  

(21.4/21.3) * 
10コピーの

HBV/Baを添加 
 C  

 (14.6/1.4)** 
Ba + C 

 (14.1/ 3.0) ** 
Ba + C  

(14.2/9.3) ** 
Ba + C  

(13.7/12.6) ** 
Ba + C  

(14.3/12.9) ** 
10コピーの

HBV/Bj 
を添加 

 C  
 (17.3/ 1.3) ** 

Bj + C 
 (15.4/ 2.7) ** 

Bj + C  
(13.6/ 7.1) ** 

Bj + C  
(14.1/10.5) ** 

Bj + C  
(13.1/13.4) ** 

混合比の検討。C型 : Ae型では103 : 10までAe型を検出し、C型 : Ba型およびC型 : Bj型で

は104 : 10までBa / Bj型を検出した。 

HBV/C型のプラスミドにHBV/Ae型、HBV/Ba型およびHBV/Bj型のプラスミド10コピー

を添加 
* L6（nt2160）におけるFOZ値（FAM / RED）。FAM-FOZ が2.0以上のときAe型陽性と

した。 
** L11（nt2980） におけるFOZ値（FAM / RED）。RED-FOZが2.0以上のときB型陽性と

した。 
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表5. シークエンス解析およびホモロジー検索によるHBV 亜型/遺伝子型の確認 

 

Genotype* accession No.** Homology*** 
Ae AY128092 98% 
Aa AB116094 99% 
Ba AB073832 98% 
Bj AB073846 97% 
C AF461363 100% 
D X97849 99% 
E AB205192 99% 
F AY179735 99% 
G AF405706 100% 
H AB179747 99% 

シークエンス解析およびホモロジー検索によるHBV 亜型 / 遺伝子型の確認。この10例に

おけるインベーダー法の蛍光検出パターンを図4に示した。 

*判定された遺伝子型および亜型 

** genebankデータベースのBLAST サーチで最も高いスコアを示した配列のアクセッショ

ン番号 

***ホモロジースコア 
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表6. インベーダー法とEIAおよびGSPA法との比較 

 

(A) EIA法との比較 

インベーダー
法で判定され
た遺伝子型 

インベーダー
法で判定され
た遺伝子亜型 

EIA法で判定された遺伝子型 
A B C D/E F 

A Ae 
Aa 

16 
4 

    

B Ba 
Bj 

 16 
37 

1*   

Ba + C 
Bj + C 

   
1 

1 
1 

  

C  1 * 1 * 87   
D     1  
F      1 

* EIA法とインベーダー法で結果が乖離した検体 

        

(B) GSPA法との比較                       

インベーダー
法で判定され
た遺伝子型 

インベーダー
法で判定され
た遺伝子亜型 

GSPA法で判定された遺伝子型 

A B C D 班別不能 

A Ae 
Aa 

31 
4 

   3 ** 

B Ba 
Bj 

 1 
16 

  1 ** 
4 ** 

C    275  2 ** 
D     2  

** GSPA法とインベーダー法で結果が乖離した検体 

 

B型慢性肝炎患者の血清検体を用いてpre-S2領域に存在するHBV遺伝子型特異的配列を認

識するモノクローナル抗体を用いたEIA法およびpre-S1領域を用いたGSPA法と遺伝子型

判定結果を比較した。EIA法とは単一遺伝子型と判定された165例中162例（98.2%）で判

定が一致し、GSPA法とは343例中333例（97.1%）で判定が一致した。 



20 
 

表7. GSPA法およびインベーダー法で混合型と判定されたサンプルの塩基配列解析結果 

    

サンプル 
番号 

GSPA法 
 

インベーダー法 
 

クローニングシークエンス 
クローン Accession* 

72 B,C Bj,C 20 Bj (AB073848) 
80 B,C Bj,C 15 C (AF458664) 
84 B,C Bj,C 3 

3 
Bj (D23678) 
C (D50518) 

112 B,C Bj,C 21 
3 

Bj (D23678) 
C (AB050018) 

混合型を示した4例についてコア領域のクローニングシークエンスを行い、得られた配列

ついてホモロジー検索した。 

*クローンから得られた配列についてgenebankデータベースのBLAST サーチを実施し 

最も高いスコアを示した配列のアクセッション番号 
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図 1. HBV 遺伝子型判定におけるインベーダー法の反応原理 
図中の略号を以下にまとめた。 
F: FAM 蛍光色素 R: RED 蛍光色素 Q: クエンチャー（消光）色素 
5’フラップ配列:プライマリープローブの 5’末端に位置する二次反応を発生させるため
の塩基配列 
FRET カセット: インベーダー法の二次反応に用いる共通蛍光標識プローブ 
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図 3. HBV 遺伝子型別の蛍光パターン 

濃い灰色は FAM 蛍光を示し、薄い灰色は RED 蛍光を示した。Fold over Zero 値（FOZ

値）の cut-off は 2.0 に設定した。□は、蛍光を発しないことを、斜線の四角は、判定に使

用しないことを示した。縦軸には HBV の遺伝子型もしくは亜型を、横軸にはインベーダ

ー法の標的残基のポジションをアクセッション No. AB014378（Genotype C）の塩基配列

に従って記載した。 
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第 I 章-2. HBV 薬剤耐性変異の検出 

 

（1）緒言 

 

HBV（hepatitis B virus）により引き起こされるB型肝炎は全世界で問題視されている

（49）。核酸アナログによる治療はウイルスの増幅をコントロールすることで肝疾患の進

行を抑え、罹患率および死亡率の抑制に寄与している（89）。現在、日本ではラミブジ

ン、アデフォビルおよびエンテカビルの3剤が承認されている（79）。長期間の核酸アナ

ログ治療においてウイルスが薬剤耐性変異を獲得する場合がある（42）。ラミブジンによ

る治療の場合、60ヶ月を経過した時点で50-80%の患者に薬剤耐性変異が生じることが報

告されている（23, 79）。 

ラミブジン耐性では主に HBV-ゲノム C ドメインにある YMDD モチーフ（アミノ酸

203-206 番）のメチオニンがイソロイシンあるいはバリンに変異している（23）。また二

次的変異として B ドメインに位置する 173 番目のバリンがロイシンに変異する V173L お

よび 180 番目のロイシンがメチオニンに変異する L180M がある（23）。また 181 番目の

アラニンがセリン、スレオニンあるいはバリンに変異する A181S/T/V はラミブジンおよび

アデフォビル治療に抵抗性を獲得する（41, 95）。T184A/C/F/G/I/L/M/S、S202C/G/I お

よび M250I/L/V の変異はエンテカビル耐性と関連している（43, 99）。ラミブジン耐性変

異である L180M+M204V の 2 つの変異に 184、202 および 250 番目の変異が 1 つ以上加

わることで、エンテカビル耐性が獲得される（43, 99）。耐性変異を検出することは適切

な治療を行ううえで有益な情報となる。エンテカビル治療では未治療者における 5 年後の

耐性株出現率は 1.2%と低いものの（43, 99）、ラミブジン変異を有する患者ではエンテカ

ビル耐性率は 51%に上昇する。しかしながら、耐性変異を有することが必ずしも再燃に結

びつくわけではないことも報告されている（89）。これらのことから野生型に対する耐性

変異の正確な相対比率を把握することはウイルス量をモニタリングすることと同様に重要

となる。 

本章では HBV ゲノムにおける耐性変異の相対比率を半定量的に測定する方法について

検討した。 

 

（2） 方法 

 

・材料 

 

HBV 耐性変異解析の検討には虎の門病院分院（神奈川）にて用いたラミブジン治療か

らエンテカビル治療に切り替えた B 型肝炎患者から採取され、解析に使用するまで-80℃

で凍結保存されていた 75 例の血清検体を用いた（倫理委員会承認番号 2005-36）。 
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・HBV 薬剤耐性変異解析用インベーダープローブの作製 

 

HBV 薬剤耐性変異（L180M、A181G/S/T/V、T184A/C/F/G/I/L/M/S、S202C/G/I、

M204I/V、M250I/L/V）を検出するためのプライマリープローブおよびインベーダーオリ

ゴはゲノムデータベース genebank に登録されている 491 例の HBV-DNA 塩基配列につ

いて clustal X（欧州バイオインフォマティクス研究所）を用いたマルチプルアライメント

（Gap Opening: 10、Gap Extension: 0.2、Delay Divergent Sequence: 30、DNA 

transition Weight: 0.5）を行い設計した。 

 

・HBV-DNA の抽出と PCR 増幅 

 

200 μL の血清から PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (ライフテクノロジーズ)を用い

て HBV-DNA を抽出した。sense: 5’-CACYTGTATTCCCATCCCATCRTC-3’および anti-

sense: 5’-TTGACAWACYTTCCRATCRATDGG-3’を用いて HBV ポリメラーゼ RT ドメイ

ンのアミノ酸 156～288 番目を PCR 増幅した。PCR 条件、PCR 産物の精製および熱処理

については「1. HBV 遺伝子型判定法の確立」と同様に行った。 

 

・インベーダー反応 

 

インベーダー反応には Cleavase XI Invader Reagent core kit (Amplified DNA)

（T.W.T.）を使用した（57）。2 μL の精製した PCR 産物を加え、95℃で 5 分、65℃で

90 分反応させたブロックインキュベーターBI-535（アステック）で反応後、200-FL/T-

ABS fluorescence plate reader （TECAN）を用いて FAM および Redmond RED の FOZ

値を測定した。野生型を測定する FAM -FOZ 値はサンプルの蛍光値を陰性コントロールの

蛍光値で割ることで標準化し、変異型を測定する RED -FOZ 値は偽陽性を防ぐためにサン

プルの蛍光値を野生型プラスミドの蛍光値で割ることで標準化した。 

 

・シークエンス解析 

 

Model 3130 fluorescent DNA sequencer および BigDye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit （アプライドバイオシステムズ）を用いてダイデオキシ法で塩基配列を決

定した。 
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・HBV-DNA のクローニングによるコントロールプラスミドの作製 

 

臨床検体から抽出した L180M、M204I/V および野生型 HBV-DNA の PCR 産物を pCR

Ⅱ-TOPO（インビトロジェン）ベクターに組み込み、プラスミドを作製した。その他の変

異を持った PCR 産物については、メガプライマーを用いた site-directed mutagenesis 法

により作製した。 

 

・測定感度および再現性の検討 

 

測定感度および再現性の検討には野生型、変異型あるいは両者を混合したプラスミドを

テンプレートとして用いた。測定感度の検討には 1～106コピーに調製したプラスミド溶液

の希釈系列を使用した。また n=5 で 3 回測定し、再現性について検討した。 

 

（3）結果 

 

検出感度の検討 

 

全ての測定系において 10～106コピー間で 20 以上の明確な FOZ 値が得られ、測定下限

は 10 コピーであった（図 3）。10 コピーの変異型と野生型のプラスミドを 1 : 10、1 : 

50、1 : 100 および 1 : 1000 の割合で混合した場合の検出感度は 1 : 50（2%）であった。 

 

混合プラスミドを用いた半相対定量解析 

 

変異型プラスミドの混合比が 100、80、40、20、5 および 2%となるように調製した混

合プラスミド（103コピー）をテンプレートとして測定し、濃度依存的な変異型の FOZ 値

を得た（図 4）。これらの結果から臨床検体を測定する際の検出下限を 2%に設定した。 

 

臨床検体の測定 

 

75 例の臨床検体について HBV ポリメラーゼ RT ドメインのアミノ酸 156～288 番目を

インベーダー法およびシークエンスで解析した。インベーダー法では変異型および野生型

FOZ 値の相対比率から検出した変異型を弱陽性（2～20%）と陽性（＞20%）に区別し

た。シークエンスでは L180M 変異を 73.3％（55/75）に認めた。M204I および M204V

変異の検出率はそれぞれ 50.6％（38 / 75）および 58.7％（44 / 75）であった。これらの

変異は全てインベーダー法でも検出した。シークエンスでは 75 例中にエンテカビル耐性

に関連する変異はアミノ酸 L184 では 9 例、S202 では 3 例、M250 では 7 例検出された
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が、インベーダー法では L184 で 10 例、S202 と M250 では 7 例ずつ陽性となり、L184

で 4 例、S202 で 19 例、M250 で 12 例が弱陽性となった（表 2）。L180M と M204V に

L184、S202 あるいは M250 変異が加わりエンテカビル耐性となる組み合わせは、ダイレ

クトシーケンスでは 20.0％（15 / 75）検出され、インベーダー法では 50.6％（15 / 75）

検出された。 

 

クローニングシークエンスによる耐性株の確認 

 

インベーダー法のみで検出した耐性株を確認するために異なる耐性株を持つ 3 例につい

てクローニングシークエンスを行った。サンプル 20 では 2.9%（1 / 34）のクローンから

L180M + M204V + T184A 変異を検出した。サンプル 02 からは L180M + M204V + 

S202G の変異株を 8.7％（4 / 46）のクローンから、サンプル 04 からは L180M + M204V 

+ M250V の変異株を 5.6％（3 / 54）のクローンから検出した（表 3）。 

 

（4）考察 

 

核酸アナログを用いた HBV 治療において薬剤耐性株を的確に検出することは非常に有

用となる。この章ではインベーダー法を用いたラミブジンおよびエンテカビルなどの核酸

アナログ耐性変異を検出する測定系の構築について延べた。構築した測定系の検出感度お

よび再現性について検討し、シークエンス解析と結果を比較した。薬剤耐性変異はこれま

で報告されている既知の方法でも検出することができる。例えば、最も一般的なシークエ

ンスでは解析範囲の 20%以上の変異については検出可能であり（98）、ラインプローブア

ッセイでは一度に複数の変異を検出することが出来る（14, 42）ものの、測定感度につい

てはシークエンスと同等となっている。 

本章ではインベーダー法は測定下限の 10 コピーから 106コピーまでの測定レンジを有

し、10 コピーの変異型プラスミドを様々な割合（1 : 10、1 : 50、1 : 100 および 1 : 

1000）で野生型と混合した場合の検出感度は 1 : 50（2%）であった。言い換えれば、5×

102コピー以上の野生型の中から 2%の変異型を検出可能であった。 

 インベーダー法の性能を確認するために 75 例の臨床検体をシークエンスとインベーダ

ー法で測定した。シークエンスで検出した変異は全てインベーダー法でも検出した。さら

にインベーダー法ではシークエンスでは検出されない微小な変異も検出した。特に S202G

変異についてはシークエンスでの変異検出率は 4.0%であったのに対してインベーダー法で

は 34.7％であった。また、シークエンスでは検出率が 20.0%であったエンテカビル耐性変

異もインベーダー法では 50.6％まで検出した。 

インベーダー法で検出された微小な耐性変異の動態を正確に予測することは困難である

が、その出現は再燃のリスクを伴っている。微小な耐性株が検出された後、定期的な測定
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を行っていくことで再燃を早期に捉えられる可能性がある。耐性変異株の動態をモニタリ

ングすることは HBV 陽性患者の治療を行っていくうえで有用だと思われた。 
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表 1. HBV 薬剤耐性変異解析を行うためのプライマリープローブおよびインベーダーオリ 

ゴ DNA 

 

Target  Sequence(5'-3') 

 
L180M 
 

p1 probe CGCGCCGAGGR
．
DAGAAACGGRCTGAG 

p2 probe ACGGACGCGGAGT
．
DAGAAACGGRCTGAGG 

io probe GAACCACTGAACAAATGGCACTAGTAAACTGAVHCAC 

A181G 
p1 probe CGCGCCGAGGG

．
CCARGAGAAACGGA 

p2 probe ACGGACGCGGAGC
．
CCARGAGAAACG 

io probe CTGCGAACCACTGAACAAATGGCACTAGTAAACTGNT 

A181S1* 
p1 probe CGCGCCGAGGG

．
CCARGAGAAACGGA 

p2 probe ACGGACGCGGAGG
．

ACARGAGAAACG 
io probe CTGCGAACCACTGAACAAATGGCACTAGTAAACTGNT 

A181S2* 
p1 probe CGCGCCGAGGG

．
CCARGAGAAACGGA 

p2 probe ACGGACGCGGAGC
．
TCARGAGAAACG 

io probe CTGCGAACCACTGAACAAATGGCACTAGTAAACTGNT 

A181T 
p1 probe CGCGCCGAGGC

．
CARGAGAAACGGAC 

p2 probe ACGGACGCGGAGT
．
CARGAGAAACGGAC 

io probe CTGCGAACCACTGAACAAATGGCACTAGTAAACTGNGC 

A181V 
p1 probe CGCGCCGAGGG

．
CCARGAGAAACGGA 

p2 probe ACGGACGCGGAGA
．
CCARGAGAAACGGA 

io probe CTGCGAACCACTGAACAAATGGCACTAGTAAACTGNT 
 
T184A 

p1 probe CGCGCCGAGGA
．
CTWGYKCCMTTTGTTCA 

p2 probe ACGGACGCGGAGG
．

CTWGYKCCMTTTGTTC 
io probe GCCTCAGTCCGTTTCTCYTGGCTCAKTTTT 

T184C 

p1 probe CGCGCCGAGGG
．

TAAACTGAGCCARGAGA 
p2 probe ACGGACGCGGAGC

．
AAAACTGAGCCARGAGA 

io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAATGGMACTRA 

T184F 

p1 probe CGCGCCGAGGG
．

TAAACTGAGCCARGAGA 
p2 probe ACGGACGCGGAGA

．
AAAACTGAGCCARGAGA 

io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAATGGMACTRA 

T184G 

p1 probe CGCGCCGAGGA
．
CTWGYKCCMTTTGTTCA 

p2 probe ACGGACGCGGAGG
．

GTWGYKCCMTTTGTTCA 
io probe GCCTCAGTCCGTTTCTCYTGGCTCAKTTTT 

 
  



33 
 

 
Target  Sequence(5'-3') 

T184I 

p1 probe CGCGCCGAGGG
．

TAAACTGAGCCAKGAGA 
p2 probe ACGGACGCGGAGA

．
TAAACTGAGCCAKGAGA 

io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAATGGMACTBC 

T184L1** 

p1 probe CGCGCCGAGGT
．
RAAMTGAGCCADRAGAA 

p2 probe ACGGACGCGGAGG
．

RAAMTGAGCCADRAGA 
io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAAKGGCRCWARA 

T184L2** 

p1 probe CGCGCCGAGGG
．

TRAAMTGAGCCADRAG 
p2 probe ACGGACGCGGAGA

．
GRAAMTGAGCCADRAG 

io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAAKGGCRCWAT 

T184M 

p1 probe CGCGCCGAGGA
．
GTAAACTGAGCCARGAG 

p2 probe ACGGACGCGGAGC
．
ATAAACTGAGCCARGAG 

io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAATGGMACTA 

T184S *** 

p1 probe CGCGCCGAGGG
．

TAAACTGAGCCARGAGA 
p2 probe a ACGGACGCGGAGC

．
TAAACTGAGCCARGAGA 

p2 probe b ACGGACGCGGAGG
．

AAAACTGAGCCARGAGA 
io probe CCCTGCGAACCACTGAACAAATGGMACTRA 

S202C 
p1 probe CGCGCCGAGGT

．
RMADGCSAVRCARTGG 

p2 probe ACGGACGCGGAGA
．
RMADGCSAVRCARTG 

io probe MGAYTTGGCCCCCAAWACCRVATCATCNAYRTARCA 

S202G 
p1 probe CGCGCCGAGGT

．
RMADGCSAVRCARTGG 

p2 probe ACGGACGCGGAGC
．
RMADGCSAVRCARTG 

io probe MGAYTTGGCCCCCAAWACCRVATCATCNAYRTARCA 

S202I 
p1 probe CGCGCCGAGGC

．
TRMADRCSAAACAGTG 

p2 probe ACGGACGCGGAGA
．
TRMADRCSAAACAGTG 

io probe CGACTTGGCCCCCAATACCACATCATCMAYRTADT 

M204I 
p1 probe CGCGCCGAGGC

．
ATATARCTGARAGCCAAACAGT 

p2 probe ACGGACGCGGAGD
．

ATATARCTGARAGCCAAACAGT 
io probe TACGACTTGGCCCCCAATACCACATCATCA 

M204V 

p1 probe CGCGCCGAGGA
．
TGGATGATGTGGTATTGG 

p2 probe ACGGACGCGGAGG
．

TNGATGATGTGGTATTGG 
io probe GGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCDKYTATT 

  



34 
 

Target  Sequence(5'-3') 

M250I 

p1 probe CGCGCCGAGGG
．

GGWTAYRTAATTGGAAGTTGGGG 
p2 probe ACGGACGCGGAGH

．
GGWTAYRTAATTGGAAGTTGGGG 

io probe TAATAAAACCAAACGTTGGGGCTACTCCCTHMAYTTYATT 

M250L 

p1 probe CGCGCCGAGGT
．
GAAGTTWAGGGARTADCCCCA 

p2 probe ACGGACGCGGAGR
．
GAAGTTWAGGGARTADCCCCA 

io probe TGTGGTAAAGTNCCCCAACTKCCAATTAYRTANCCNAA 

M250V 

p1 probe CGCGCCGAGGT
．
GAAGTTWAGGGARTADCCCCA 

p2 probe ACGGACGCGGAGC
．
GAAGTTWAGGGARTADCCCCA 

io probe TGTGGTAAAGTNCCCCAACTKCCAATTAYRTANCCNAA 
p1: プライマリープローブ (FAM蛍光)  p2 : プライマリープローブ(RED蛍光)  

io: インベーダーオリゴDNA 

下線部は 5'フラップ配列を示した。 

･: プライマリープローブのクリベージポイントを示した。 

*: 第1コドンの変異を検出するためにA181S1、第2コドンの変異を検出するためにA181S2を設

計した。また非特異反応を防ぐためにA181S1のクリベージポイントは標的配列の隣に設計

した。 

**: T184L1およびT184L2の結果を合わせてT184Lを判定した。 

***: T184Sのp2プローブは二種類を等量ずつ混合した。 
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表 2. インベーダー法および塩基配列解析（シークエンス）で検出した薬剤耐性変異の比較 

 

    
L 

180
M 

A 
181
T 

T 
184
A 

T 
184
F 

T 
184
L 

S 
202
G 

M 
204

I 

M 
204
V 

M 
250

I 

M 
250
L 

M 
250
V 

 
シーク 

エンス 
55 1 5 1 3 3 38 44 0 6 1 

インベーダ

ー法 

陽性* 59 0 6 1 3 7 41 46 0 4 3 

弱陽性** 7 14 3 0 1 19 18 13 3 4 5 

75 例の臨床検体について HBV ポリメラーゼ RT ドメインのアミノ酸 156～288 番目をイ

ンベーダー法およびシークエンスで解析した。シークエンスで検出した変異は全てインベ

ーダー法でも検出した。 

陽性*: 野生型に対する変異型の相対比率が 20%より大きい。 

弱陽性**: 野生型に対する変異型の相対比率が 2～20%。 
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表 3. 臨床検体から検出された薬剤耐性変異 

 
  クローン* 薬剤耐性変異 (%) 

Sample 20 (T184A) 34 1 (2.9) 
Sample 02 (S202G) 46 4 (8.7) 
Sample 04 (M250V) 54 3 (5.6) 

インベーダー法のみで検出した耐性株を確認するために異なる耐性株を持つ 3 例について

クローニングシークエンスを行った。 

*: PCR 産物のランダムクローニングにより単離したクローン数 
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図 1. インベーダー法で検出する薬剤耐性変異 

ラミブジン耐性変異: L180M、A181G/S/T/V、M204I/V 

アデフォビル耐性変異: A181G/S/T/V 

エンテカビル耐性変異: L180M + M204V + T184A/C/F/G/I/L/M/S もしくは S202C/G/I 

もしくは M250I/L/V 
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図 2. HBV 薬剤耐性変異解析におけるインベーダー法の反応原理 
F: FAM 蛍光色素 
R: RED 蛍光色素 
Q: クエンチャー（消光）色素 
5’フラップ配列:プライマリープローブの 5’末端に位置する二次反応を発生させるため
の塩基配列 
FRET カセット: インベーダー法の二次反応に用いる共通蛍光標識プローブ 
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図 3. インベーダー法による野生型および薬剤耐性変異の測定感度 

M250V における野生型および変異型のプラスミド DNA を 1～106コピーに調製し、イン

ベーダー法で測定した。 

横軸にプラスミド DNA コピー数、縦軸に 10 倍希釈系列によって生成された野生型および

耐性変異の FOZ 値を示した。 

エラーバーは n=5 で 3 回測定した際の標準偏差を示した。 
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図 4. インベーダー法による野生型に対する薬剤耐性変異の検出感度① 

野生型プラスミド（102コピー、5×102コピー、103コピーおよび 104コピー）に変異型

10 コピーを添加した。1 : 50（2%）以上を野生型と有意差をもって判別した。 

□は野生型 FOZ 値。 

■は変異型 FOZ 値。 

横軸にコピー数の比率（変異型 : 野生型）、縦軸に FOZ 値を示した。 

エラーバーは n=5 で 3 回測定した際の標準偏差を示した。 

  



41 
 

 
図 5. インベーダー法による野生型に対する薬剤耐性変異の検出感度 

変異型プラスミド（A; rtT184A、B; rtS202G）の比率が 0, 2, 5, 20, 40, 80 および 100％

になるように調製し測定した。いずれも 2%以上を野生型と有意差をもって判別した。 

テンプレートの総和は全て 103コピー。 

横軸に変異型プラスミドの比率（％）、縦軸に FOZ 値を示した。 

エラーバーは n=5 で 3 回測定した際の標準偏差を示した。 
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図 6. インベーダー法による臨床検体（A、B および C）と野生型プラスミド（D）の

FAM-FOZ 値および RED-FOZ 値の検出パターン 

□は野生型 FOZ 値。 

■は変異型 FOZ 値。 

横軸に各変異型、縦軸に FOZ 値を示した。  
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第 II 章． フラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構を利用した定量解析 

 

第 II 章-1．BCR/ABL キメラ mRNA に認められる ABL 遺伝子キナーゼドメインアミノ酸

315 変異（Threonine →Isoleucine）の相対比率算出による治療効果予測法

の開発（蛍光強度比を用いた簡易定量法） 

 

(1) 緒言 

 

慢性骨髄性白血病（CML）の治療では Breakpoint cluster region-Abelson

（BCR/ABL） チロシンキナーゼ活性を阻害する分子標的医薬イマチニブの投与が標準療

法として確立されている（7）。しかしながら、一部にはイマチニブ抵抗性となる患者が

現れることが報告されている（7）。耐性を引き起こす最も一般的なメカニズムは

BCR/ABL キメラ遺伝子の ABL キナーゼドメインに起こる点突然変異であり、少なくとも

40 のミスセンス変異が報告されている（15）。そのなかでもアミノ酸 315 番目の変異

（Threonine →Isoleucine）（T315I 変異）は第二世代のダサチニブおよびニロチニブに

も統計学的に優位に高い耐性を示す（61）。耐性変異のなかで T315I 変異の占める割合は

12-20％にもおよび（58, 94）、その検出方法については様々な手段が試みられてきた。

20％以上の変異を検出するのであれば最も標準的な手段としてはダイレクトシーケンスが

挙げられる（74）。早期発見を目的として 0.01％までの微小な変異を検出するのであれば

Allele-specific oligonucleotide PCR（ASO-PCR）が有効であるが、ごく少数の変異を有

する細胞がチロシンキナーゼ阻害剤投与前に既に存在している場合がり、この変異を有す

る細胞の存在が必ずしも耐性獲得と結びつかない可能性も指摘されている（69, 94）。そ

のためチロシンキナーゼ阻害剤を用いた治療においては変異クローンの野生型に対する相

対比率をモニタリングしつつ、BCR/ABL キメラ mRNA を定量することが重要と考えられ

る。しかしながら、高感度に相対比率を求めることは困難である上に既存の定量法を採用

するには BCR/ABL キメラ mRNA の長さが障害となる（12, 29, 68）。この章では PCR-

インベーダー法を用いて BCR/ABL キメラ mRNA 中の T315I 変異クローンを相対定量解

析（1-100%）する方法について述べた。さらに、その測定感度と有用性について検証する

ために臨床検体における T315I 変異クローンを測定し、結果を ASO-PCR およびダイレク

トシークエンスと比較した。 

 

(2) 方法 

 

・臨床検体 

 

埼玉医科大学において矢ケ崎史治医師により本研究におけるインフォームドコンセント
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の得られたBCR/ABL キメラmRNA変異クローンを持つ2例の患者から採取した骨髄液12

検体を使用した。 

症例Aは、フィラデルフィア陽性の急性リンパ芽球性白血病（ALL）と診断された67歳

の男性である。1回のイマチニブ併用化学療法後に完全寛解を達成したが、診断から3ヵ月

後にE255K / VおよびT315I変異クローンを伴う再燃が確認され、ニロチニブ治療の日本第

I / II試験に登録された。その後、病態の進行に伴ってT315I変異クローン優位となり、ニ

ロチニブ投与は中止された。 

症例Bは、CMLの慢性期と診断され、イマチニブで治療を開始した54歳の女性。彼女は

急性転化後イマチニブ抵抗となり、ダサチニブ療法のフェーズI / II試験に登録された。1

年間の治療後、T315I変異クローンを伴う2度目の急性転化を発症したため、T315I変異ク

ローンを標的とするpan-Auroraキナーゼ阻害剤であるトザセルチブの第II相試験に登録さ

れた。 

 

・RNA抽出および逆転写反応 

 

骨髄液からのRNA抽出にはQIAamp RNAeasy kit（キアゲン）を使用した。cDNAは、

1 μgのRNAとSuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（ライフテクノロジーズ）を使用

し、キットプロトコールに従って合成した。 

 

・ASO-PCR 

 

PCR-インベーダー法と結果を比較するため定性および定量ASO-PCRでT315I変異クロ

ーンを測定した。定性ASO-PCRではMultiNA マイクロチップ電気泳動システム（島津製

作所）を用いてPCR産物を確認した。定量ASO-PCRではライトサイクラー480（ロシュ・

ダイアグノスティクス）を使用しT315I変異クローンの相対比率を求めた。 

 

・インベーダープローブの設計 

 

National Center for Biotechnology Information (NCBI)データベースからABL1遺伝子

配列（アクセッション No. NM_007313）を取得し、この配列をリファレンスとして変異

型検出用プライマリープローブ（5′- CGCGCCGAGGTTGAGTTCATGACCTACG<アミノ

化>-3′）、野生型検出用プライマリープローブ（5′- 

ACGGACGCGGAGCTGAGTTCATGACCTACG< amino>-3′）およびインベーダーオリゴ

（5′- ACCCGGGAGCCCCCGTTCTATATCATCAA -3′）を設計した。プライマリープロ

ーブの下線部分はインベーダー反応におけるフラップ配列を示す。インベーダー反応にお

ける検出感度および再現性の検討にはプライマリープローブおよびインベーダーオリゴ結
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合部分の相互配列であるターゲットオリゴ（変異型：5′- 

TCCCGTAGGTCATGAACTCAATGATGATATAGAACGGGGGCTCCCGGGTGC-3′、

野生型：5′- 

TCCCGTAGGTCATGAACTCAGTGATGATATAGAACGGGGGCTCCCGGGTGC-3′）

を使用した。 

 

・インベーダー反応による T315I 変異クローンの検出 

 

384 ウェルプレートに Cleavase XI Invader core reagent kit (Amplified DNA) 

(T.W.T.)、各 70 nM プライマリープローブ、7 nM インベーダーオリゴおよびテンプレー

ト DNA を加え、63℃で反応させた。変異型を検出する FAM 蛍光と野生型を検出する

REDmond RED（Epoch Bioscience）蛍光を 10 分後に測定した。測定値は、測定間差を

標準化するために陰性コントロールの値で割り Fold Over Zero (FOZ) 値で表した。 
 

・インベーダー反応における測定感度および再現性 

 

1×106～5×109コピーに調製したターゲットオリゴを用いて測定下限の検討を行った。

5重測定を3回行い、再現性について検討した。ターゲットオリゴを変異型の比率が1、5、

10、50、75および100%になるように混合し、相対比率の検討を行った。 

 

・PCR 増幅 

 

臨床で使用するためにはより少ないテンプレート DNA を測定できるよう、改良が必要

となる。本測定系の測定感度を上昇させるため、PCR 増幅を加えた。PCR 条件は PCR 産

物が 5×108コピー/2 μL の時にプラトーに達するよう調整した。BCR 領域に設定した 20 

μM AF1 プライマー（5′- GGAGCAGCAGAAGAAGTGTTTCAGA -3′）、ABL 領域に設定

した 20 μM AR8 プライマー（5′- GCCTGCAGCAAGGTACTCACAGC -3′）、10×PCR 

buffer、2 mM MgSO4,、0.4 mM d-NTP および 1 U Platinum Taq DNA Polymerase 

High Fidelity（ライフテクノロジーズ）をテンプレート DNA と混合し 25 μL 反応液とし

た。PCR は GeneAMP PCRsystem9700（ロシュ・ダイアグノスティクス）を用いて

94℃ 2 分反応させた後、95℃ 15 秒、60℃ 30 秒、68℃ 1 分で 50 サイクルし、68℃ 

7 分反応させた。PCR 産物の精製および熱処理については「1. HBV 遺伝子型判定法の確

立」と同様に行った。 
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・T315I変異型クローンおよび野生型プラスミドとシーケンス解析 

 

T315I変異型クローンおよび野生型のPCR産物をpCRⅡ-TOPO（ライフテクノロジー

ズ）ベクターに組み込み、プラスミドを作製した。シーケンス解析についてはModel 3130 

fluorescent DNA sequencerおよびBigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit （アプ

ライドバイオシステムズ）を用いてダイデオキシ法でシークエンスした。 

 

・PCR-インベーダー法における測定感度および再現性 

 

T315I変異型および野生型プラスミドをテンプレートとしてPCR-インベーダー法の測定

感度、再現性について検討した。測定感度の検討には1～107コピーに調製したプラスミド

溶液の希釈系列を使用した。またn=5で3回測定し、再現性について検討した。 

 

(3) 結果 

 

PCR-インベーダー法の T315I 変異型検出感度 

 

ターゲットオリゴの量が 106～109コピー間で濃度依存的に FOZ 値は増加した。インベ

ーダー反応の検出下限は T315I 変異型および野生型ともに 5×106コピーであった（図

2）。このことから 1%の検出感度を得るためには 5×108コピー以上の標的テンプレート

DNA が必要となる。T315I 変異型プラスミドに野生型プラスミドを、0, 1, 5, 10, 50, 75

および 100%の割合で混合し測定した結果、相対比率に比例して T315I 変異型の FOZ 値

が増加した（図 3）。T315I 変異型および野生型プラスミドの希釈系列（1～107コピー）

を PCR 増幅した結果、テンプレート量 10～107コピーにおいてインベーダー反応に必要

な 5×108 コピー/ 2 μL の PCR 産物を得た（図 4）。10 コピーの T315I 変異型プラスミド

に 1 : 1、1 : 10、1 : 100、1 : 1000 の割合で野生型プラスミドを混合し測定した結果、1 : 

100（1%）まで変異型を検出可能であった（図 5）。 

 

T315I 変異型を相対定量する公式 

 

テンプレート DNA の量がインベーダー反応に及ぼす影響を確認するために総テンプレ

ート量を 103～106コピーにして検討したが、T315I 変異型 0, 1, 5, 10, 50, 75, 85 および

100%に調製した混合プラスミドの FOZ 値に差はみられなかった。相対定量値を求めるた

めに T315I 変異型の FOZ 値で野生型の FOZ 値を割り、「商（quotient 値）」を求めたと

ころ、quotient 値は変異型オリゴの相対比に反比例し、テンプレート DNA の量にかかわ

らず一定の値を示した。図 6B に 1～85%における相対比率と quotient 値の相関を示し
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た。相対比率と quotient 値は、相関式[A]: 0.713x-0.573  （決定係数は 0.983）で解析可能

であることが示された。そこで、この相関式[A]を相対定量解析の標準曲線と定義し、臨床

検体における相対定量解析を試みた。 

 

BCR/ABL mRNA 陽性臨床検体における T315I 変異率 

 

臨床検体における T315I 変異クローンを 4 種類の方法で測定した（図 7 および 8）。定

性、定量 ASO-PCR および PCR-インベーダー法では全ての検体から T315I 変異を検出可

能であった（12 / 12）。しかし、PCR 増副産物のサンガー法によるダイレクトシークエン

スでの検出率は 83.3%（10 / 12）に留まった。PCR-インベーダー法と比較するために定

量 ASO-PCR で求めた T315I 変異 mRNA 量を全 BCR/ABL mRNA 量で割り、T315I 変異

率を求めた。両方法の結果を比較したところ、決定係数 0.951 と良好な相関が得られるこ

とが明らかとなった（図 8）。2 症例における T315I 変異クローンの比率変化を時系列で

測定した（図 9）ところ、T315I 変異クローンの比率は症例 A では 1 ヶ月の間に 8.3％か

ら 56.8％に上昇し手いたことが明らかになった。しかし、トザセルチブの投与を受けた症

例 B では 66.0%からおよそ 20%まで経時的に減少しており、トザセルチブにより T315I

変異細胞が減少していく様子が観察された。 

 

（4）考察  

 

PCR-インベーダー法を用いてBCR/ABL mRNA中のT315I変異クローンの比率を測定す

る方法を確立した。PCR-インベーダー法は1%の測定感度で10コピーのT315I変異クロー

ンを検出可能であった。T315I変異型および野生型の配列を持つターゲットオリゴを用い

たインベーダー反応の測定感度の検討では、FOZ 値で5×106コピーを検出可能であった

（図2）。FOZ値は、5×109コピーまで合成オリゴの量に比例して増加した。T315I変異型

および野生型の合成オリゴを混合して行った検討では5×108コピーにおける1％のT315I変

異型を検出した（図3）。インベーダー反応に必要な5×108コピーを得るためにテンプレー

トDNAをPCR増幅した。PCRにより10～107コピーのテンプレートDNAでT315I変異型、

野生型ともに一様なFOZ値を得ること可能になった（図4）。この結果から、PCR-インベ

ーダー法に必要なテンプレート量は10コピーとした。PCR-インベーダー法においてもイ

ンベーダー法と同様に1%のT315I変異型を検出した（図5）。言いかえれば、1%のT315I

変異型クローンを検出するためには103コピーのテンプレートDNAが必要であった。しか

し、テンプレートDNA量が103コピーに満たなかったとしても野生型より比率が高ければ

T315I変異型の相対比率を求めることは可能と思われた。例えば1 μgRNA中に104コピーの

BCR/ABL mRNAが存在していれば1%のT315I変異型クローンを検出し、BCR/ABL 

mRNAが2×102コピーであったとしてもT315I変異型クローンの存在比率が50%（102コピ
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ー）あれば検出できる。PCR-インベーダー法の性能を検証するために、T315I変異陽性と

なった2症例の時系列サンプルについて定量ASO-PCRと結果を比較した。変異率8.3～

60.6％において両法の結果は高い相関性を示した（決定係数R2=0.951）。2検体（8.3％、

14.3％）については定性および定量ASO-PCR、PCR-インベーダー法ではT315I変異を検

出したが、ダイレクトシークエンスでは検出できなかった（図7および図8）。今回の検討

により、PCR-インベーダー法は3つの特徴を有していることが明らかとなった。①測定感

度はダイレクトシーケンスより高い②高額な検出装置は不要③定量値は定量ASO-PCRと

高い相関を示す（表1および図8）。今回測定した2症例のうち、Case AはBCR/ABL 

mRNAのABLキナーゼ領域に別の二つの変異（E255KとE255V）を持っていたが、T315I

変異率の測定には影響しなかった。Case Bではpan-Auroraキナーゼ阻害剤であるトザセ

ルチブによるT315I変異率の低下を捉えることが出来た。またBCR/ABL mRNAにおける

T315I変異率はmRNA量と異なった動態を示していた。PCR-インベーダー法を用いた

BCR/ABL mRNA中のT315I変異相対定量法はダイレクトシークエンスより高感度であっ

た。再発時のABLキナーゼ領域の変異解析に有効と思われた。 
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図 1. T315I 変異を検出する PCR-インベーダー法の反応原理 

F: FAM 蛍光色素 R: RED 蛍光色素 

Q: クエンチャー（消光）色素 

5’フラップ配列:プライマリープローブの 5’末端に位置する二次反応を発生させるため

の塩基配列 

FRET カセット: インベーダー法の二次反応に用いる共通蛍光標識プローブ 
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図 2. インベーダー法における合成オリゴ希釈系列の測定 

1×106〜5×109コピーに調製したターゲットオリゴを用いて測定下限の検討を行った。 

検出下限は T315I 変異型および野生型ともに 5×106コピー。 

縦軸: FOZ 値   横軸: コピー数 

1×106〜5×109コピーに調製した T315I 変異型（A）および野生型（B）の合成オリゴに

おける FOZ 値。エラーバーは、n=5 の回測定における標準偏差を示す。陰性コントロー

ルとして蒸留水（DW）を用いた。 *** P <0.001（t 検定による）  
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図 3. インベーダー法における野生型/T315I 変異型の混合合成オリゴの測定 

T315I 変異型の割合が 0,1,5,10,50,75 および 100％となるよう調製した合成オリゴ（ 5×

108コピー）をインベーダー法で測定した。相対比率に比例して T315I 変異型の FOZ 値が

増加した。 

縦軸: FOZ 値  横軸: T315I 変異型比率 

エラーバーは、n=5 の 3 回測定における標準偏差を示す。T315I 変異型の FOZ 値は濃い

灰色。野生型の FOZ 値は薄い灰色で示した。  
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図 4. PCR-インベーダー法における T315I 変異型 / 野生型プラスミド DNA 希釈系列の測

定 

1～107コピーに調製した T315I 変異型/野生型プラスミド DNA の希釈系列をテンプレート

として測定した。テンプレート量 10～107コピーにおいてインベーダー反応に必要な 5×

108 コピー/ 2 μL の PCR 産物を得た。 

縦軸: FOZ 値   横軸: コピー数 

エラーバーは、n=5 の 3 回測定における標準偏差を示す。 

（A）: T315I 変異型（B）：野生型。 
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図 5. PCR-インベーダー法における測定感度 

10 コピーの T315I 変異型プラスミドを 1:1～1:1000 の割合で野生型と混合し、PCR-イン

ベーダー法で測定した。1:100（1%）まで変異型を検出可能であった。 

縦軸: FOZ 値  横軸: 変異型と野生型の比率 

エラーバーは、n=5 の 3 回測定における標準偏差を示す。 

*** P <0.001（t 検定による）  
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図 6. 定量的 PCR-インベーダー法を用いた相対定量解析のための標準曲線の作成 

総量 103～106コピーに調製した 0, 1, 5, 10, 50, 75, 85 および 100%T315I 変異型プラスミ

ドを PCR-インベーダー法で測定した。 

T315I 変異型の FOZ 値で野生型の FOZ 値を割り、「商（Quotient 値）」を求めた。 

縦軸: Quotient 値  横軸: T315I 変異型比率 

エラーバーは、n=5 の 3 回測定における標準偏差を示す。 

（A）各割合のプラスミド DNA における Quotient 値。y 軸は対数スケール。  

（B）Quotient 値から作成した標準曲線。  
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図 7. ダイレクトシークエンス、定性 ASO-PCR および定量的 PCR-インベーダー法の比較 

症例 A（Patiant A）と症例 B（Patiant B）の時系列サンプルについてダイレクトシーク

エンス、定性 ASO-PCR および定量的 PCR-インベーダー法の結果を比較した。 

シーケンス解析の波形図は、ABL 領域のアミノ酸 314、315 および 316 を示した。  

 Signal Strength: アミノ酸 315 の第二コドンにおける C / T のシグナル強度を示した。 

        ASO-PCR: 定性 ASO-PCR における増幅産物は MultiNA マイクロチップ電気泳 

動システムを用いて泳動した。 

 qPI assay（%）: 定量的 PCR-インベーダー法は n=5 で 3 回測定し、相対定量値（％） 

（平均±S.D.） を求めた。  



56 
 

 

図 8. 定量 ASO-PCR と定量的 PCR-インベーダー法における T315I 変異率の相関 

PCR-インベーダー法と比較するために定量 ASO-PCR で求めた T315I 変異 mRNA 量を全

BCR/ABL mRNA 量で割り、T315I 変異率を求めた。両法の相対定量値は線形近似曲線に

おける決定係数: 0.951 と良好な相関性を示した。 

縦軸: 定量 ASO-PCR における T315I 変異率 

横軸: 定量的 PCR-インベーダー法における T315I 変異率  
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図 9. 2 症例における T315I 変異型相対比率の変化 

左縦軸: T315I 変異率 

右縦軸: BCR/ABL mRNA 量（コピー/ µgRNA） 

  横軸: 治療経過数（月） 

（A）症例 A： T315I 変異型相対比率は 8.3％から 56.8％に増加した。  

（B）症例 B： 16 ヶ月以上にわたってモニタリングした結果 T315I 変異型相対比率は急

激に低下し 20％前後で推移した。 

BCR/ABL mRNA 量はリアルタイム PCR で測定した。  
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第 II 章-2．広範囲なダイナミックレンジを有するリアルタイムモニタリング定量法の開発 

 

(1) 緒言 

 

リアルタイム PCR はウイルスあるいは細菌を定量するために有効な方法である

（50）。リアルタイム PCR では PCR 産物を検出するために蛍光標識された加水分解プロ

ーブ（TaqMan プローブ）またはヘアピン構造のオリゴヌクレオチド(モレキュラービーコ

ン)を用いる（33, 50）。これらの測定系は高い特異性を有してはいるものの標的ごとに異

なった蛍光プローブを必要とするためにコストが掛かる。異なるターゲットをリアルタイ

ム PCR で検出する際に共通の蛍光標識プローブを用いることができれば低コストかつ効

率的に測定を行える。インベーダー法はゲノムあるいは PCR 産物上に存在する一塩基多

型（SNPs）を簡便に判別する方法として開発された（(47)。この技術は様々なターゲット

に対して共通した蛍光プローブを使用できるため、多くのサンプルを安価に測定すること

が可能である。 

この章ではリアルタイム PCR とインベーダー反応を組み合わせた新たな測定法につい

て述べる。この方法は次にしめす 3 つの特徴を持っている。 

①測定時間の短縮 

②プローブ設計時の低コスト化 

③汎用蛍光プローブを使用 

この測定法の性能評価のためにヒトパピローマウイルス 16（HPV16）の測定系を構築

し、加水分解プローブを用いたリアルタイム PCR（52）と結果を比較した。 

 

(2) 方法 

 

・コントロール DNA 

 

American Type Culture collection（ATCC）より HPV16 のゲノム DNA

（No.45113D）を購入した。PicoGreen dsDNA Quantitation Kit (インビトロジェン)を

用いて DNA 濃度を測定し、HPV16 のゲノムサイズからコピー数を算出した。この DNA

から希釈系列を作製し、陽性コントロールとして使用した。 

 

・子宮頸部サンプルからの DNA 抽出 

 

本検討は石渡病院において石渡勇医師により本研究におけるインフォームドコンセント

を取得した検体を用いて後茨城県立保健衛生研究所の倫理委員会の承認を受け実施した。

子宮頸部サンプルは、Cervex-Brush（Rovers Medical Devices）で採取された後
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SurePath (TriPath)に懸濁され、4℃で 6～12 ヶ月茨城県立公衆衛生研究所で保管された

ものを使用した。SurePath 懸濁液 500 μL から QIAGEN DNA mini kit（キアゲン）を用

いて DNA を抽出した。 

 

・インベーダープローブの設計 

 

National Center for Biotechnology Information (NCBI)データベースから HPV16 ゲノ

ム配列 (アクセッション No. NC_001526) を取得し、この配列をリファレンスとして検出

用プライマリープローブ（5′- CGCGCCGAGGGTTCCTGCATGATAATATATGTT <アミ

ノ化>-3′）、およびインベーダーオリゴ（5′- GGATGTCCAACTGCAAGTAGTCTGGATT 

-3′）を設計した。プライマリープローブの下線部分はインベーダー反応におけるフラップ

配列を示した。 

 

・インベーダー反応をともなうリアルタイム PCR（リアルタイムモニタリング定量法） 

 

HPV16 ゲノムを増幅するための 1 μM プライマー（forward primer: 5′- 

AGCACGGATGAATATGTTGCACG-3′および reverse primer: 5′- 

CCCTGTATTGTAATCCTGATACTTTAG -3′）、50 μM d-NTP、700 nM プライマリー

プローブ、70 nM インベーダーオリゴ、 2.5 U AmpliTaq Stoffel fragment （Applied 

Biosystems）、および Cleavase XI Invader core reagent kit （genomic DNA 用）

（T.W.T.）をテンプレート DNA と混合し 15 μL 反応液とした。 PCR は LightCycler 480

（ロシュ・ダイアグノスティクス）を用いて 95℃ 2 分反応させた後、①95℃：10 秒、

②61℃～69℃：10～60 秒、③50℃：30 秒、④72℃：30 秒の 4-step PCR を 35 サイクル

行った。②において FAM 蛍光（carboxyfluorescein; wave length/bandwidth: excitation, 

485/20 nm; emission, 530/25 nm）を測定した。本測定系では PCR 増幅とインベーダー反

応は図 1 に示すとおり 1 サイクル中にそれぞれのステップで進行していく。①のステップ

において PCR 産物は熱変性により 1 本鎖となる。ステップ②でプライマリープローブお

よびインベーダーオリゴが結合し、フラップエンドヌクレアーゼによりプライマリープロ

ーブの 5’-側からフラップ配列が切り離される。遊離したフラップ配列は蛍光標識された

FRET カセットに結合し、フラップエンドヌクレアーゼにより、蛍光物質が遊離する（イ

ンベーダー反応）。ステップ③ではテンプレート DNA あるいは PCR 産物にプライマーが

結合し、ステップ④で AmpliTaq Stoffel fragment により相補鎖が合成される。本測定系

における蛍光強度の増幅曲線は加水分解プローブを用いたリアルタイム PCR と近似して

いるため、定量解析には LightCycler 480 ソフトウェアに含まれる fit point methods

（46）を採用した。 
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・反応条件の検討 

 

4-step PCR における反応温度と反応時間の最適化について検討した。インベーダー反応

ステップにおける温度を 61℃、63℃、65℃、67℃および 69℃に、反応時間を 10、20、

30 および 60 秒に変更して測定した。陰性コントロール、2×10 および 2×105コピーに調

製した HPV-DNA をテンプレートとして使用した。測定は全て 5 重測定で行った。 

 

・測定感度および再現性の検討 

 

測定感度および再現性の検討には 2×10～2×107コピーに調製した HPV-DNA 希釈系列

を使用した。再現性の検討として 5 重測定を 3 回実施した。希釈系列から得られた Cp 値

を基に標準曲線を作成した。 

 

・加水分解プローブを用いたリアルタイム PCR 

 

加水分解プローブおよびプライマーは Moberg らの報告(52)を基に合成した。HPV16 ゲ

ノムを増幅するための 1 µM プライマー、0.4 µM 加水分解プローブおよび 2×

LightCycler 480 Probes Master（ロシュ・ダイアグノスティクス）をテンプレート DNA

と混合し 20 μL 反応液とした。PCR は LightCycler 480（ロシュ・ダイアグノスティク

ス）を用いて 95℃ 10 分反応させた後、95℃ 10 秒、57℃ 30 秒、72℃ 60 秒の 3-step 

PCR を 45 サイクル行った。定量用標準曲線はリアルタイムモニタリング定量法と同様に

作成した。 

 

(3) 結果 

 

反応条件 

 

リアルタイムモニタリング定量法では PCR のための DNA ポリメラーゼおよびインベー

ダー反応のためのフラップエンドヌクレアーゼの 2 種類の酵素が必要となる。フラップエ

ンドヌクレアーゼを除いた場合、蛍光は検出されない。また、DNA ポリメラーゼを除い

た場合はインベーダー反応のみによる蛍光が検出される（図 2A）。2×105コピーの HPV 

DNA をテンプレートとしてインベーダー反応の温度を 61℃から 69℃まで 2℃毎に変更し

Cp 値の変化について検討した。それぞれの Cp（クロッシングポイント：閾値に達したサ

イクル数）値は 61°C: 15.56±0.07、63°C: 16.30±0.12、65°C: 17.41±0.14、67°C: 

19.05±0.16 および 69°C: 19.77±0.06 となり、61°C で最も早い Cp 値が得られた。2×101

コピーの HPV DNA は 65℃以下の条件で検出された（図 3B）。しかしながら、反応温度
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の低下とともに非特異的な反応も増加した（図 3C）。また、インベーダー反応の時間を

10 秒以下にした際には反応性が低下した。 

 

測定感度と再現性 

 

「反応条件」の結果からインベーダー反応の条件は 65℃ 30 秒とした。測定下限は

2×101コピーであり、2×101～ 2×107コピーの間で希釈直線性が得られた（図 4A）。各ポ

イントにおける標準偏差は 0.28～0.94（図 4B）であった。 

 

リアルタイム PCR との比較 

 

性能評価のためにリアルタイム PCR とリアルタイムモニタリング定量法で同じサンプ

ルを測定した。HPV-DNA の希釈系列を測定した際の標準曲線の傾きはリアルタイムモニ

タリング定量法が-3.39、リアルタイム PCR が-3.33 であった。この結果から Zhao らの報

告にしたがって求めた増幅効率はリアルタイムモニタリング定量法が 97.24%、リアルタ

イム PCR が 99.66％となった。標準曲線の Y 切片はリアルタイムモニタリング定量法が

35.08、リアルタイム PCR が 41.96 となり、全てのポイントで 6～8 サイクル早い Cp 値が

得られた（図 4A）。また、リアルタイム PCR と比較して増幅曲線はより鋭角な立ち上が

りを示した（図 4B）。本検討ではリアルタイム PCR において 132 例の細胞診検体から

14 例の HPV 16 陽性検体を検出した。この 14 例についてリアルタイムモニタリング定量

法で測定し結果を比較した。陽性検体における両法の定量値は累乗近似曲線における決定

係数: 0.9681 と良好な相関性を示した（図 5）。また、陰性検体から偽陽性のシグナルが

生じることも無かった。 

 

(4) 考察 

 

この章ではリアルタイム PCR とインベーダー反応を組み合わせた新たな測定法の実用

性について述べた。この方法の特徴としては PCR 増幅中にインベーダー反応によって生

じる蛍光を用いることが挙げられる。至適条件を検討するために反応温度と反応時間につ

いて検討した。最も効率的な反応温度は検討したなかで最も低い 61℃であったが、65℃以

下であれば近似した検出感度を得る事が可能であった。しかしながら、プライマリープロ

ーブの Tm 値より低い反応温度では非特異シグナルが増加した。熱変性ステップにおける

時間については 10～30 秒で違いはみられなかったが、インベーダー反応による蛍光値は

時間に比例しており反応時間の短縮は蛍光値の減少につながった。インベーダー反応にお

ける条件選択では二つの点に注意する必要がある。一つは、至適反応温度を求めるためは

検出感度と非特異シグナルについて検討すること、もう一つは、反応時間を 20 秒以上に



62 
 

設定することである。本検討における HPV ゲノムの増幅領域は、キャプシドを構成する

L1 蛋白質をコードする L1 遺伝子を選択した。この領域の配列は、データベースに多数の

登録があり、遺伝子型特異的なプライマーおよびプローブの設計に適しているためであ

る。リアルタイムモニタリング定量法とリアルタイム PCR について HPV16 DNA の希釈

系列を用いた比較検討を行ったところ、増幅効率はリアルタイム PCR に及ばなかった

が、6～8 サイクル早い Cp 値が全てのポイントで得られた。リアルタイム PCR と比較し

て Cp 値が減少した理由は、以下のように考察した。リアルタイム PCR では DNA ポリメ

ラーゼによる TaqMan プローブの加水分解反応によって蛍光が生成されるが、この反応が

生じる可能性は PCR サイクル毎に各 PCR 産物につき 1 回以下である。しかし、リアルタ

イムモニタリング定量法では、プライマリープローブの融解温度において複数回のインベ

ーダー反応が生じる可能性があり、さらに二次反応はテンプレート DNA に依存しないた

め、蛍光のシグナル強度増加がリアルタイム PCR よりも速く進み、その結果 Cp 値が減少

したと考えられた。また、インベーダー法では全ての測定系で共通のフラップ配列と蛍光

プローブを使用できるため、リアルタイムモニタリング定量法は臨床におけるターゲット

の定量解析に有用だと思われた。 

本章では HPV16 DNA の簡便、迅速および安価な測定系を構築に成功したことを示し

た。リアルタイムモニタリング定量法の定量結果は TaqMan プローブを用いたリアルタイ

ム PCR と良好な相関性を示した。HPV については 100 以上の遺伝子型が報告されてい

る。HPV16 を含む特定の遺伝子型の感染は、子宮頸癌の最も重要な独立した危険因子で

ある。HPV 遺伝子型解析のように多くの遺伝子型を検出しなければならないときにリアル

タイムモニタリング定量法は有用なツールと考えられた。 
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図 1. インベーダー反応を伴うリアルタイム PCR の反応原理 
リアルタイムモニタリング定量法の概略図。 1）最初のステップ（熱変性）で PCR 産物は

一本鎖に変性される。２）次のステップでプライマリープローブおよびインベーダーオリ

ゴと結合する。フラップエンドヌクレアーゼにより切断され遊離したフラップ配列は、二

次反応において FLET カセットの蛍光物質を遊離させる。3）さらにプライマー結合し、

４）伸長反応のステップに進むことで PCR 産物は再び二重鎖 DNA を形成する。  
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図 2. PCR とインベーダー反応の組み合わせから得られる増幅曲線  

（A） 増幅曲線の比較。テンプレート量はすべて 2×107コピー。  

DNA ポリメラーゼ ＋ フラップエンドヌクレアーゼ（●）、DNA ポリメラー

ゼなし（□）、およびフラップエンドヌクレアーゼのない（▲）  

（B） リアルタイムモニタリング定量法による HPV-DNA10 倍希釈系列（ 2×10〜2×

107コピー）の測定。 N.C.: 陰性コントロール。 

インベーダー反応は、（A）および（B）ともに 65℃で 30 秒間反応させた。  

縦軸：蛍光強度   横軸：PCR サイクル数 
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図 3. 反応条件の検討 

（A）61～69℃における Cp 値（縦軸：Cp 値、横軸：反応温度（℃））  

（B）反応時間（10～60 秒）における Cp 値（縦軸：Cp 値、横軸：反応時間（秒）） 

（A）および（B）におけるテンプレート量は 2×105コピー。エラーバーは n=5 の 3 回測

定における標準偏差を示す。  

（C） 61～69℃における 2×10 コピーの増幅曲線（縦軸：蛍光強度、横軸：サイクル数）  

（D） 61～69℃における陰性コントロールの増幅曲線（縦軸：蛍光強度、横軸：サイクル数） 
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図 4. リアルタイムモニタリング定量法（●）とリアルタイム PCR（□）における標準曲

線と増幅曲線の比較 

（A）標準曲線。 HPV-DNA10 倍希釈系列（2×10～ 2×107 コピー）における Cp 値（平

均）をプロットし、標準曲線を作成した。エラーバーは n=5 の 3 回測定における標

準偏差を示す（縦軸：Cp 値、横軸：コピー数（対数）） 

（B）増幅曲線。テンプレート量は 2×105コピー（縦軸：蛍光強度、横軸：サイクル数） 
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図 5. リアルタイムモニタリング定量法とリアルタイム PCR の相関性  

14 例の HPV 16 陽性検体をリアルタイム PCR とリアルタイムモニタリング定量法で測定

した。両法の定量値は累乗近似曲線における決定係数: 0.9681 と良好な相関性を示した。 

縦軸：リアルタイム PCR 

横軸：リアルタイムモニタリング定量法  
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第 II 章-3．リアルタイムモニタリング定量法を用いたハイリスク HPV14 遺伝子型の相対

定量解析による子宮頸がんリスク評価方法の開発 

 

(1) 緒言 

 

ヒトパピローマウイルス（HPV）は、子宮頸癌の最も一般的な原因の1つである

（100）。これまでに100以上の遺伝子型が報告され、少なくとも40の型がヒトの子宮頚部

に感染することが知られている（8）。HPVは子宮頸癌リスクに基づいて低リスクあるい

は高リスクに分類されており、少なくとも14の遺伝子型（16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59, 67および68型）が高リスクに分類されている（4、45）。高リスクHPV遺

伝子型の迅速診断は検診の成果を高め、治療方針を決める上で重要な情報を提供する可能

性がある（44）。HPVを検出するために一般的に用いられている方法としては共通プライ

マーを用いたPCRやハイブリダイゼーションプローブを用いたハイブリッドキャプチャー

法が知られている（21、26、66）。PCR法ではおもに3種類のプライマー(PGMY09/11, 

GP5+/GP6+およびL1C1/2)が検出に用いられ（26、13，97）、遺伝子型はRFLP法

（60）、型特異的プローブのハイブリダイゼーション（22）、ラインプローブ法（21）あ

るいはシークエンスにより判定されている。これらの方法は多くのHPV遺伝子型を検出す

るために非常に有用ではあるが、コストが高く非常に煩雑な肯定を経る必要がある。近年

はマルチプレックスPCR（59）やリアルタイムPCR（87）を用いた方法も報告されてい

る。 

HPVの重複感染は頻度が高いものの病態との関連性については不明な点が多い。複数の

ウイルス株が存在している場合、それぞれのウイルス量を測定することは簡単ではなく、

検討報告も少ない（44）。その要因としてはそれぞれのウイルス株を定量するためには多

くのスタンダードを同時に測定しなければならないことがあげられる。また宿主DNAとの

相対比率からウイルス量を定量する方法についても宮頚部擦過物の採取方法に宿主DNA量

が影響されてしまうため困難なことが報告されている（66）。そのため、重複感染例にお

いてはHPV遺伝子型間で相対比率を比較する方法が有用となることが予想される。 

本章では、リアルタイムモニタリング定量法を用いたハイリスク HPV14 遺伝子型の相

対定量解析による、子宮頸がんリスク評価方法の開発について述べる。型特異的プライマ

ー、インベーダープローブおよび 2 種類の FLET カセットを用いて、異なる HPV 遺伝子

型を同時に半定量する測定系について検討し、シークエンスと結果を比較した。 
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(2) 方法 

 

・コントロール DNA 

 

HPV16 および HPV18 のゲノム DNA（ATCC 45113D および 45152D）は American 

Type Culture collection (ATCC)から購入した。PicoGreen dsDNA Quantitation Kit 

(Invitrogen)を用いて DNA 濃度を測定し、ゲノムサイズからコピー数を算出した。HPV-

DNA から希釈系列を作成し、コントロールとして使用した。 

 

・臨床サンプル 

 

子宮頸部擦過サンプル 182 例は Cervex-Brush（Rovers Medical Devices）で採取され

た後 SurePath (TriPath)に懸濁され、4℃で 1～12 ヶ月茨城県立公衆衛生研究所で保管さ

れたものを使用した。前章と同様に石渡病院において石渡勇医師により本研究におけるイ

ンフォームドコンセントを取得した検体を用いて後茨城県立保健衛生研究所の倫理委員会

の承認を受け測定した。 

 

・DNA 抽出 

 

前章と同様に SurePath 懸濁液 500 μL から QIAGEN DNA mini kit（キアゲン）を用

いて DNA を抽出した。 

 

・HPV-DNA のクローニング 

 

14 の遺伝子型 HPV-DNA をクローニングし、相対定量解析の検討に用いる標準物質

（プラスミド）を作製した。それぞれの遺伝子型の HPV-DNA を L1 領域のコンセンサス

プライマーとして報告されている L1C1/2 プライマー（97）を用いて増幅し、PCR 産物を

pCRII-TOPO ベクター (インビトロジェン)に組み込んだ後、ダイデオキシ法でシークエン

ス解析した。それぞれの配列は National Center for Biotechnology Information (NCBI)

データベースにおける BLAST 検索により確認した。 

 

・プライマーおよびインベーダープローブの設計 

 

National Center for Biotechnology Information (NCBI)データベースからそれぞれの遺

伝子型の配列を取得し遺伝子型特異的プライマーをコントロールプラスミドの挿入配列内

で設計した。プライマリープローブおよびインベーダーオリゴは増幅領域内に設計した
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（表 1A および 1B）。内在性コントロールとしてβ―グロビン（9、92）を検出するため

のプライマーおよびプローブを設計した。F-プライマー: 5′- 

CAACTTCATCCACGTTCACC -3′, R-プライマー: 5′- GAAGAGCCAAGGACAGGTAC -

3′, プライマリープローブ: 5′- ACGGACGCGGAGGTGTTCACTAGCAACCT <アミノ化>-

3′ および インベーダーオリゴ: 5′- 

CAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTC -3′)。プライマリープロー

ブの下線部分はインベーダー反応におけるフラップ配列を示した。 

 

・リアルタイムモニタリング定量法を用いた相対定量解析 

 

HPV14 遺伝子型の相対定量解析は前章のリアルタイムモニタリング定量法を改変して

行った。インベーダー法では異なる蛍光で標識された 2 種類の FRET カセットを使用すれ

ば 1 ウェルで 2 つの遺伝子型を検出できる。7 ウェルで 14 遺伝子型を検出するように組み

合わせを検討し、ウェル 1: 51 と 16、ウェル 2: 56 と 31、ウェル 3: 18 と 33、ウェル 4: 

39 と 35、ウェル 5: 45 と 52、ウェル 6: 59 と 58 およびウェル 7: 68 と 67 とした。2 種類

の HPV ゲノムを増幅するためのプライマー、50 μM d-NTP、700 nM プライマリープロ

ーブ、70 nM インベーダーオリゴ、2 U AmpliTaq gold （アプライドバイオシステム

ズ）、および Cleavase XI Invader core reagent kit （genomic DNA 用）（T.W.T.）をテ

ンプレート DNA と混合し 12 μL 反応液とした。 PCR は LightCycler 480（ロシュ・ダイ

アグノスティクス）を用いて 95℃ 10 分反応させた後、①95℃ 30 秒、②65℃ 60 秒、③

50℃ 30 秒、④72℃ 30 秒の 4-step PCR を 35 サイクル行った。②において FAM 蛍光

（carboxyfluorescein）および RED 蛍光（REDmond RED）を測定した（図 1）。定量解

析は前章と同様に LightCycler 480 ソフトウェアに含まれる fit point methods（46）を採

用した。 

 

・L1C1/2 および遺伝子型特異的プライマーをもちいたシークエンスによる確認 

 

単一の HPV 遺伝子型のみを含む臨床検体については L1C1/2 プライマーを用いて PCR

増幅した後シークエンスを行った。複数の遺伝子型を持つ臨床検体については遺伝子型特

異的配列をもつ F-プライマーを設計し（表 2）、共通プライマーである PGMY09 プライ

マー（R-プライマー）とともに PCR 増幅した後シークエンス解析した。 

 

・検出感度と再現性の検討 

 

それぞれの遺伝子型のプラスミドを用いてリアルタイムモニタリング定量法の検出感度

および再現性について検討した。103～107コピーに調製したプラスミドの 10 倍希釈系列
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を n=5 で 3 回測定した。重複感染における相対定量解析の検討では複数のプラスミドを混

合して測定した。この検討はマイナー株のコピー数を 5×103コピーに固定して行った。 

 

（3）結果 

 

検出感度と再現性 

 

103～107コピー間で希釈直線性および再現性が得られた。各遺伝子型の 103および 107

コピーにおける平均 Cp 値と標準偏差は表 3 に示した。Cp 値における C.V.(%)は 0.7–4.6

であった。 

 

相対定量解析 

 

重複感染における各遺伝子型の相対比率を求めることを目的として相対定量解析を行っ

た。各遺伝子型における高コントロール（107コピー）および低コントロール（103コピ

ー）の値から Cp 値を [＋1]から[＋6]までの 6 エリアに分割した（図 2）。この[＋1]～[＋

6]を相対定量値とし、混合プラスミドを測定した。異なる遺伝子型のプラスミドを等量ず

つ含むサンプルの場合、それぞれの遺伝子型の相対定量値は近似した。しかし、比率が 10

倍以上離れていた場合は相対定量値の差も広がった。全ての結果において混合比を反映し

た相対定量値を得ることが可能であった（表 4）。 

 

臨床検体における HPV 遺伝子型判定 

 

182 例の子宮頸部擦過サンプルについてリアルタイムモニタリング定量法で測定し、

131 例から HPV を検出した。104 例からは単一の遺伝子型、27 例からは複数の遺伝子型

を検出した。一症例における混在する遺伝子型の最大数は 4 であった。単一の遺伝子型が

検出された 104 例については L1C1/C2 プライマーを用いたダイレクトシークエンスで配

列を確認した。リアルタイムモニタリング定量法とシークエンス解析の結果は

77.9%(81/104)で一致した。22.1%(23/81)についてはシーケンスで明確な配列を得る事が出

来ず、その理由としてはリアルタイムモニタリング定量法で検出する 14 遺伝子型以外の

重複感染があげられた。この 23 例については遺伝子型特異的プライマーを用いて改めて

シークエンス解析し、リアルタイムモニタリング定量法で検出した遺伝子型の配列を確認

した。複数の遺伝子型を検出した 27 例におけるリアルタイムモニタリング定量法の結果

は表 5 に示した。 

 

 



72 
 

（4）考察 

 

子宮頸癌のリスクを決定するうえでハイリスク HPV の検出および遺伝子型判定は重要

である。これまで重複感染におけるハイリスク HPV-DNA の相対比率を求める検査法は報

告されていなかった。本章ではリアルタイムモニタリング定量法を用いて重複感染におけ

る HPV 遺伝子型の検出と相対比率を求める方法について検討した。各 HPV 遺伝子型を検

出するプライマーとインベーダープローブは HPV-DNA L1 領域に設定した。 

リアルタイムモニタリング定量法では各遺伝子型において 2 つのコントロール（高コン

トロールおよび低コントロール）の値から Cp 値を 6 エリアに分割し、重複感染における

HPV 遺伝子型の相対比率を求めた。単一のハイリスク HPV 陽性サンプル 104 例につい

て、リアルタイムモニタリング定量法およびダイレクトシークエンスで測定した。結果は

全てのサンプルで一致した。27 例からは複数のハイリスク HPV 遺伝子型を検出した。検

出された遺伝子型の数は 2～4 であり、2 が 81.5%(22/27)と最も多かった。 

本章では重複感染例におけるハイリスク HPV 遺伝子型の相対比率を測定した。HPV の

重複感染と子宮頸がんの悪性度の関連についてはこれまでのところあきらかにはなってい

ない。しかしながら、重複感染における相対比率をモニターすることは治療する上で HPV

の動態を理解するために有用と思われる。HPV 感染のほとんどは一過性であり自然に消失

していくもののハイリスク HPV の持続感染により子宮頸がんが引き起こされることがあ

る（100）。欧米では 16、18、31、33 および 45 型は子宮頸がんを引き起こすリスクが高

い遺伝子型として報告されている（67、75）。しかしながら本邦では子宮頸がんにおいて

52 および 58 型のほうが 18 型よりも陽性率が高いことが報告されている（4）。 

液状細胞診サンプルを用いた HPV 遺伝子型判定は子宮頸がんにおける臨床診断におい

て必須となり始めている。近い将来、重複感染の研究は更なるリスク診断を行ううえで重

要となる可能性がある。本章で述べたリアルタイムモニタリング定量法による相対定量解

析は臨床および疫学的な大規模調査に有用と思われた。 
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表1. HPV14遺伝子型の相対定量解析を行うためのプライマー、プライマリープローブおよ 

びインベーダーオリゴ 

 

遺伝子型 16-45 
Target  Sequence (5’-3’) Region 
HPV16-F F-primer AGCACGGATGAATATGTTGCACG nt5703–

nt5725 
HPV16-R R-primer CCCTGTATTGTAATCCTGATACTTTAG nt5850–

nt5824 
HPV16-probe P-probe ACGGACGCGGAGGTTCCTGCATGATAATATATGTT  
HPV16-io I-oligo GGGATGTCCAACTGCAAGTAGTCTGGATT  
HPV18-F F-primer GGCAGCTCTAGATTATTAACTGTTGG nt5724–

nt5749 
HPV18-R R-primer CACCCTAAATACTCTATATTG nt5837–

nt5817 
HPV18-probe P-probe CGCGCCGAGGGCAGGAACCCTAAAATATGG  
HPV18-io I-oligo AGGAATATCCTGCTTATTGCCACCACCTA  
HPV31-F F-primer CAACATATATTATCACGCAGGCAGT nt5644–

nt5668 
HPV31-R R-primer CCCTAAATACCCTATATTGTAATCC nt5777–

nt5753 
HPV31-probe P-probe ACGGACGCGGAGACCTAAATCTGACAATCCTAAA  
HPV31-io I-oligo CTTACAGTAGGCCATCCATATTATTCCATT  
HPV33-F F-primer TGTGTCTCGCACAAGCATTT nt5674–

nt5668 
HPV33-R R-primer GACCCTAAAAACCCTATATTG nt5821–

nt5801 
HPV33-probe P-probe ACGGACGCGGAGGCTAAAAAATTATTGGTACCCA  
HPV33-io I-oligo GTTGGCCATCCATATTTTTCTATTAAAAATCCTACTAACC  
HPV35-F F-primer CGTAAACGTATCCCATATTTTTTT nt5546–

nt5569 
HPV35-R R-primer GCCTAGAACTGCCTGCATGA nt5697–

nt5678 
HPV35-probe P-probe ACGGACGCGGAGGTCAGTGTCTAAGGTTGTTA  
HPV35-io I-oligo CGAAGCCACTGTCTACCTGCCTCCAGTC  
HPV39-F F-primer  CGTAAACGTATTCCCTATTTTTTT nt5615–

nt5638 
HPV39-R R-primer  TTGATATGCAGACACCTTTG nt5849–

nt5830 
HPV39-probe P-probe CGCGCCGAGGCATACCCACTTTAAAATATGGAT  
HPV39-io I-oligo CTTTGGAATGTCCTGCTTGCGACCACCATTT  
HPV45-F F-primer  ATGGCTTTGTGGCG nt5608–

nt5621 
HPV45-R R-primer  CTCTAAACACCCTATACTGATATGC nt5833–

nt5809 
HPV45-probe P-probe CGCGCCGAGGCCATTAGGTACAACCCTAAA  
HPV45-io I-oligo CCTTAGGAACAGCCTGTTTATTACCTGCAT  
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遺伝子型 51-68 

Target  Sequence (5’-3’) Region 

HPV51-F F-primer TGCAGGCAGTTCCAGACTAAT nt5628–
nt5648 

HPV51-R R-primer TAAATACCCTGTATTGAAATGC nt5628–
nt5648 

HPV51-probe P-probe CGCGCCGAGGGGTTTTAGGTATTGGAAAATAGG  
HPV51-io I-oligo GATACTTTAGGAATAGCAGCACGCGTTGAC  

HPV52-F F-primer TTATGCAGGCAGTTCTCGATT nt5747–
nt5767 

HPV52-R R-primer CCTGTATTGCAGGCC nt5737–
nt5716 

HPV52-probe P-probe CGCGCCGAGGGTTTTTAATAGAAAAATAGGGATGTC  
HPV52-io I-oligo AAAACTTTTTTACCATTACCACTACTGGTT  
HPV56-F F-primer CGTAAACGTATTCCCTATTTTTTT nt5569–

nt5592 
HPV56-R R-primer AACCCTAAATACCCTATATTG nt5818–

nt5798 
HPV56-probe P-probe CGCGCCGAGGGACAATACCAAAACAAACATTC  
HPV56-io I-oligo TAGGACATCCCTATTACTCTGTGACTAAGC  
HPV58-F F-primer CGTAAACGTTTTCCATATTTTTTT nt5615–

nt5638 
HPV58-R R-primer CTAAAGACCCTATACTGTAAGCC nt5866–

nt5844 
HPV58-probe P-probe ACGGACGCGGAGGTCCCAATAACAATAAAAAAGTATTAG  
HPV58-io I-oligo TGTTGGCAATCCATATTTTTCCATCAAAAC  
HPV59-F F-primer ATTTTCTACCACGCAGGCAG nt5702–

nt5721 
HPV59-R R-primer CCCTAAATACTCTGTATTGATATGC nt5828–

nt5804 
HPV59-probe P-probe ACGGACGCGGAGGGTAGACAGGATGTTCCT  
HPV59-io I-oligo CATATTTTAAAGTACCTAAAGGTGGTAATT  
HPV67-F F-primer  TGTGTCTCGCACAAGCATTT nt5696–

nt5715 
HPV67-R R-primer  AACCCTAAATACCCTATACTG nt5843–

nt5823 
HPV67-probe P-probe ACGGACGCGGAGAGGGATTAGGAATGGAAAAG  
HPV67-io I-oligo CTTGGGCACTAACACCTTTTTAGTGTTGGT  
HPV68-F F-primer  GGTTATTAACTGTAGGCCATCCAT nt5609–

nt5632 
HPV68-R R-primer  CTAAACACTCTGTATTGATATGC nt5708–

nt5686 
HPV68-probe P-probe CGCGCCGAGGATAGGAACCTTAAAATATGGATG  
HPV68-io I-oligo CCTGCTTGCGGCCCCCAGACT  

F-primer: Forward-プライマー ; R-primer: Reverse-プライマー ; P-probe: プライマリープロ

ーブ ; I-oligo: インベーダーオリゴ 

下線部： 5'フラップ配列を示した。 

太字の塩基はプライマリープローブのクリベージポイントを示した。 
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参照配列 

HPV 16; GenBank accession no. NC_001526, HPV 18; GenBank accession no. NC_001357,  

HPV 31; GenBank accession no. J04353, HPV 33; GenBank accession no. M12732,  

HPV 35; GenBank accession no. M74117, HPV 39; GenBank accession no. M62849,  

HPV 45; GenBank accession no. X74479, HPV 51; GenBank accession no. M62877,  

HPV 52; GenBank accession no. X74481, HPV 56; GenBank accession no. X74483,  

HPV 58; GenBank accession no. D90400, HPV 59; GenBank accession no. X77858,  

HPV 67; GenBank accession no. D21208, HPV 68; GenBank accession no. DQ080079 
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表2. 重複感染例における複数のHPV遺伝子型を検出するための遺伝子型特異的F-プライマー 

 

Target Sequence (5’-3’) Region 
HPV 16 TGTCCTTATGTGCTGCCATATCTAC nt6661-nt6685 
HPV 18 AGTACCAATTTAACAATATGTGCTTCTACAC nt6627-nt6657 
HPV 31 TTGTGCTGCAATTGCAAAC nt6586-nt6604 
HPV 33 CGCAGTACTAATATGACTTTATGCACAC nt6605-nt6632 
HPV 35 TCTGCTGTGTCTTCTAGTGACAGT nt6612-nt6635 
HPV 39 CCCGTAGTACCAACTTTACATTATC nt6649-nt6673 
HPV 45 CTCTACACAAAATCCTGTGCCAAGTA nt6650-nt6672 
HPV 51 CAACATTTACTCCAAGTAACTTTAAGC nt6578-nt6604 
HPV 52 CATATAAAAATGAAAATTTTAAGGAATACCTTC nt6715-nt6747 
HPV 56 GTTAAGTAAATATGATGCACGAAAAATTAAT nt6643-nt6673 
HPV 58 CATTATGCACTGAAGTAAATAAGGAAGG nt6670-nt6697 
HPV 59 CCAATCTTTCTGTGTGTGCTTCTACT nt6624-nt6649 
HPV 67 CATGACTTTATGTTCTGAGGAAAAATC nt6641-nt6667 
HPV 68 CTAATTTTACATTGTCCACTACTACAGAC nt6506-nt6534 
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表 3 . リアルタイムモニタリング定量法における再現性の検討 

 
プラスミド

コピー数 
HPV 遺伝子型 

51 56 18 39 45 59 68 
103 25.2±0.4 23.6±0.5 22.5±0.4 25.7±1.2 24.1±0.5 24.9±0.4 25.9±0.4 
107 10.6±0.4 10.1±0.5 8.5±0.2 11.9±0.4 14.3±0.2 12.6±0.1 13.6±0.4 

 
プラスミド

コピー数 
HPV 遺伝子型 

16 31 33 35 52 58 67 
103 23.3±0.4 25.1±0.5 23.6±0.5 21.1±0.5 26.7±0.4 23.9±0.4 24.6±0.6 
107 9.4±0.4 12.4±0.4 9.9±0.5 7.9±0.3 12.7±0.5 9.2±0.2 9.7±0.4 

各遺伝子型のプラスミドを 103および 107コピーに調製し、再現性試験を行った。 

103および 107コピーの各遺伝子型プラスミドを測定した際の平均 Cp 値±標準偏差を示した。 

Cp 値における C.V.(%)は 0.7–4.6。 
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表 4. リアルタイムモニタリング定量法における混合プラスミドを用いた検討 

 

 相対定量値 
HPV 遺伝子

型 
比率 +1 +2 +3 +4 +5 +6 

45 : 31 1:1  31 45        
45 : 31 1:10  45 31    
45 : 31 1:100  45  31   
45 : 31 1:1000  45   31  
16 : 51 1:1   16 51     
16 : 51 1:10  16 51    
16 : 51 1:100  16  51   
16 : 51 1:1000  16   51  
16 : 31 1:1  16 31        
16 : 31 1:10  16 31    
16 : 31 1:100  16  31   
16 : 31 1:1000  16   31  
18 : 39 1:1   18 39     
18 : 39 1:10  18 39    
18 : 39 1:100  18  39   
18 : 39 1:1000  18   39  

16 : 18 : 31 1:10:100  16 18 31   
51 : 52 : 58 1:10:100  51 52 58   

2 種類または 3 種類の遺伝子型プラスミドを様々な比率で混合し、リアルタイムモニタリ

ング定量法で測定した。全ての結果において混合比を反映した相対定量値を得た。 

2 種類の遺伝子型を混合した場合の 45、16 および 18 型のコピー数は 5×103コピー。 

3 種類の遺伝子型を混合した場合の 16 および 51 型のコピー数は 5×103コピー。 
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表 5. リアルタイムモニタリング定量法における HPV 重複感染例の遺伝子型判定結果 

 
 相対定量値 
Sample ID +1 +2 +3 +4 +5 +6 

41 16  56          
87     16 52  59    
95 16   58      

122 16   39      
125     16 59    
148 16   51  67      
71 18       52  
78   58 18      

158   18 56      
11 31  59          

176 31   39  56  58    
164       33  56    
16       35  56    

142 68 39        
151 52 39        
14   58 51      
25     51 52    

135 51  68          
165 67 51        
55   52   67    

143   58 52 56    
147     52  58      

3 58 56        
64     52  58 16    
27   52     35  
49 67   56      
118 68     59    

重複感染例 27 例から検出された HPV 遺伝子型と相対定量値。検出された遺伝子型の数は

2～4 であり、2 が 81.5%(22/27)と最も多かった。 
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図 1. 2 種類の蛍光を用いたリアルタイムモニタリング定量法による HPV 遺伝子型判定法

の概略図 

F: FAM 蛍光色素 

R: RED 蛍光色素 

Q: クエンチャー（消光）色素 

5’フラップ配列:プライマリープローブの 5’末端に位置する二次反応を発生させるため

の塩基配列 
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図 2. リアルタイムモニタリング定量法における相対定量値の算出 

高/低コントロールの Cp 値は Threshold line を用いた fit point method によって求めた。 

高/低コントロールの Cp 値から相対定量値を以下のように求めた： 

+6; Cp≤高、+5; +6 <Cp≦高 + 1/4（低-高）、+4; +5 <Cp≦高 + 2/4（低-高）、+3; +4 <Cp

≦高 + 3/4（低-高）、+2; +3 <Cp≦低、+1;低<Cp。 

高コントロール（●）、低コントロール（△）および陰性コントロール（◆）の増幅曲線 
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図 3. 混合プラスミドを用いた検討 

（A）2 種類の HPV 遺伝子型（51 型および 16 型）を混合した場合の増幅曲線；HPV51 : 

HPV 16 = 1 : 1 (●)、 1 : 10 (□)、1:100 (▲) および 1 : 1000 (◇)。 

（B）3 種類の HPV 遺伝子型（51 型、52 型および 58 型）を混合した場合の増幅曲線

HPV51 : HPV 52 : HPV58 = 1 : 10 : 100。  

A 

B 
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第 II 章-4.リアルタイムモニタリング定量法を用いた歯周病菌の定量解析による歯周病リス

ク判定法の開発 

 

（1） 緒言 

 

歯周病は A. actinomycetemcomitans、 P. gingivalis、 P. intermedia、 T. denticola、 

T. forsythensis および F. nucleatum などの口腔細菌によって引き起こされる（71）。特

に P. gingivalis、T. denticola,および T. forsythensis の 3 菌種は「Red complex」と呼ば

れ、深刻な歯周病と関連し、その他の菌種についても歯周炎を引き起こすことが報告され

ている（17）。これまで様々な方法で唾液あるいはプラーク中のこれらの細菌数が報告さ

れ（5、40）、複数の菌種をマルチプレックスに検出する方法が生み出されてきた（54，

96）。その中でもリアルタイム PCR は細菌やウイルスを定量する手段として最も一般的

なもののひとつである（33，50）。リアルタイム PCR における増幅産物を検出する手段

としては TaqMan プローブなどの蛍光標識プローブや SYBR Green I などのインターカレ

ーター色素が使用されているが、それぞれに長所短所がある。インターカレーター色素を

用いた測定系は簡便ではあるもの非特異増幅産物との判別が困難である。反対に蛍光標識

プローブは高い特異性が得られるものの標的ごとにプローブを作製する必要があり、コス

トが掛かる。 

複数の標的を検出する際に共通の蛍光プローブを使用できれば簡便、効率的かつ安価に

測定することが可能となる。インベーダー法はゲノム DNA や PCR 産物における一塩基多

型を検出する方法として開発された（47）。共通の蛍光標識プローブを使用するため複数

の標的に対して安価、簡便でハイスループットな測定系を構築することが可能となる。本

章では、リアルタイムモニタリング定量法を用いた歯周病関連菌、Red complex を含む 6

菌種の定量測定系について検討した。                                                                                                                             

 

 

（2）方法 

 

・細菌からの DNA 抽出 

 

それぞれの細菌コロニー（Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586)、 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277)、 Prevotella intermedia (ATCC 49046) 、 

Actinobacillus actionomycetemcomitans (ATCC 43718)および Toreponema denticola 

(ATCC 35404)から QIAamp DNA mini kit（キアゲン）を用いて DNA を抽出した。 

これらの細菌 DNA および ATCC から購入した Tannerella forsythensis の DNA（ATCC 

43037D）は PicoGreen（インビトロジェン）を用いて濃度を測定した。 
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・プライマーおよびインベーダープローブの設計 

 

それぞれの細菌のゲノム配列は National Center for Biotechnology Information 

(NCBI)データベースから入手した。プライマーは F. nucleatum を除き 16S rRNA 遺伝子

領域に設計し、プライマリープローブおよびインベーダーオリゴは増幅領域内に設計し

た。F. nucleatum については Martin らのプライマー（51）を使用した（表 1）。 

 

・リアルタイムモニタリング定量法 

 

細菌 DNA を増幅するためのプライマー、50 μM d-NTP、700 nM primary probe、70 

nM Invader oligo、 2.5 U AmpliTaq Stoffel fragment （Applied Biosystems）、および

Cleavase XI Invader core reagent kit （genomic DNA 用）（T.W.T.）をテンプレート

DNA と混合し、15 μL 反応液とした。PCR は LightCycler 480（ロシュ・ダイアグノス

ティクス）を用いて 95℃ 2 分反応させた後、①95℃ 1 秒、②63℃ 60 秒の 2-step PCR 

を 35 サイクル行った（図 1）。②において FAM（carboxyfluorescein）蛍光を測定し

た。 

 

・測定感度の検討 

 

測定感度の検討は各細菌から抽出した DNA の希釈系列（10ng～10fg）を用いて行っ

た。標準曲線は第 II 章-2 同様、fit point method を用いて解析した。 

 

・ボランティア唾液検体からの DNA 抽出 

 

64 例のボランティアからガムを用いた刺激唾液を 5 mL 採取し、2000rpm で 1 分間遠

心した。上清 200 µL から DNA blood mini kit（キアゲン）を用いて DNA を抽出し、リ

アルタイムモニタリング定量法およびリアルタイム PCR で歯周病関連菌定量解析を行っ

た。 

 

（3）結果 

 

リアルタイムモニタリング定量法 

 

本章からリアルタイムモニタリング定量法は熱変性反応とアニーリング/伸長反応の 2-ス

テップ PCR とした（図 1）。フラップエンドヌクレアーゼによるインベーダー法の一次反

応、二次反応および DNA ポリメラーゼによる PCR 産物生成はアニーリング/伸長反応に
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おいて同時に進行する。インベーダー法の一次反応と DNA ポリメラーゼによる PCR 産物

生成は標的鎖において競合することにより定量する。 

 

検出感度 

 

細菌 DNA 溶液を用いてリアルタイムモニタリング定量法の検出感度について検討し

た。リアルタイムモニタリング定量法では F. nucleatum DNA 溶液の希釈系列 10ng から

10fg までを濃度依存的に検出可能であった（図 2）。 

 

リアルタイム PCR との比較 

 

全ての細菌 DNA 溶液希釈系列において第 II 章－2 同様に従来のリアルタイム PCR より

も早い Cp 値（図 3）および鋭角な増幅曲線を得ることが可能であった（図 4）。リアルタ

イム PCR で 64 例のボランティア唾液検体を測定した結果、8 例から A. 

actinomycetemcomitans、 34 例から P. gingivalis、34 例から P. intermedia、47 例から

T. denticola、60 例から T. forsythensis、63 例から F. nucleatum がそれぞれ検出され

た。リアルタイムモニタリング定量法で同検体を測定した結果、両法の Cp 値は決定係数

で T. forsythensis: 0.8271、A. actinomycetemcomitans: 0.8463、P. intermedia: 

0.8614、 T. denticola: 0.8977、P. gingivalis: 0.903 および F. nucleatum: 0.987 と良好な

相関性を示した（図 5）。最も良好な相関性は同じプライマーを用いている F. nucleatum

で得られ（決定係数 0.987）、線形近似曲線（y=1.03x + 7.09）となった。リアルタイム

PCR の陰性検体においてリアルタイムモニタリング定量法で陽性となったものは無かっ

た。 

 

(4)考察 

 

F. nucleatum の定量系では、同じプライマーを用いたリアルタイム PCR と比較して、

リアルタイムモニタリング定量法は、明らかに早い Cp 値が得られた。これにはいくつか

の理由が考えられた。両反応系はいずれも 2-ステップ PCR で増幅を行っているため増幅

効率はほぼ同等と推測された。しかしながら、リアルタイム PCR では、1 回の PCR サイ

クルでテンプレートから生じる蛍光はひとつだけなのに対して、リアルタイムモニタリン

グ定量法では 2 次反応がテンプレートに依存していないこともあり、アニーリング/伸長反

応において継続的に蛍光物質の遊離が起きる。この蛍光物質の遊離量はアニーリング/伸長

反応の時間の長さに比例すると考えられた。つまり、リアルタイムモニタリング定量法の

蛍光は、PCR によるテンプレートの増幅とフラップエンドヌクレアーゼによるインベーダ

ー反応の相乗効果により生じていると思われた。そのため、同じサンプルを測定した場合



86 
 

には、リアルタイムモニタリング定量法でより早い Cp 値が得られると推測された。  

本章ではリアルタイムモニタリング定量法の反応条件については様々な検討を行った。

PCR における DNA ポリメラーゼについては、幅広い MgCl2濃度に対応できる AmpliTaq 

Stoffel fragment が最適であった。アニーリング/伸長反応における温度は、プライマリー

プローブの Tm 値において最も優れた反応を示した（データ示さず）。リアルタイムモニ

タリング定量法では、全ての測定系において共通の蛍光プローブを使用できる。個々の測

定系に必要となるのは補的な配列を持つプライマリープローブとインベーダーオリゴのみ

である。本検討では、唾液中における 6 種類の歯周病関連菌の定量測定においてリアルタ

イム PCR と良好な相関性を示したが、リアルタイムモニタリング定量法において、非特

異反応が生じ、リアルタイム PCR の結果と齟齬が生じた場合、プライマリープローブの

3’端をアミノ化することで非特異反応を抑え、良好な相関性が得られることが知られてい

る（47）。これらの特徴から、リアルタイムモニタリング定量法は、リアルタイム PCR

と比較して、臨床診断において複数のターゲットを定量解析する上で優れた方法であると

思われた。 
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図 1. 2-ステップ PCR を用いたリアルタイムモニタリング定量法の反応原理 

F: FAM 蛍光色素 

Q: クエンチャー（消光）色素 

5’フラップ配列:プライマリープローブの 5’末端に位置する二次反応を発生させるため

の塩基配列 

FRET カセット: インベーダー法の二次反応に用いる共通蛍光標識プローブ 
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図 2. リアルタイムモニタリング定量法における増幅曲線（ F. nucleatum） 

F. nucleatum DNA 溶液の 10 倍希釈系列 10ng～10fg をリアルタイムモニタリング定量法

で測定した。濃度依存的な増幅曲線を得た。 

縦軸：蛍光強度  横軸：PCR サイクル 
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図 3. 標準曲線におけるリアルタイムモニタリング定量法とリアルタイム PCR の比較 

リアルタイムモニタリング定量法（●）およびリアルタイム PCR （□） 

細菌 DNA 希釈系列（10ng～10fg）を測定し、得られた Cp 値を示した（二重測定）。 

リアルタイム PCR よりも早い Cp 値を得た。 

a: F. nucleatum   b: A. actinomycetemcomitans 

エラーバーは標準偏差を示す。  
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図 4. リアルタイムモニタリング定量法およびリアルタイム PCR の増幅曲線。 

F. nucleatum DNA 10pg をテンプレートとしたときの増幅曲線を示した。 

リアルタイム PCR よりも鋭角な増幅曲線を得た。 

リアルタイムモニタリング定量法（●）およびリアルタイム PCR （□） 
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図 5. 臨床検体を用いたリアルタイムモニタリング定量法とリアルタイム PCR の相関性 

64 例のボランティア唾液検体をリアルタイム PCR とリアルタイムモニタリング定量法で

測定した。両法の Cp 値における決定係数は 0.8271～0.9872 となった。 

X 軸: リアルタイムモニタリング定量法における Cp 値 

Y 軸: リアルタイム PCR における Cp 値 

R2: 線形近似曲線における決定係数  
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第 II 章-5. リアルタイムモニタリング定量法を用いた HCV コア領域アミノ酸 70・91 変異 

の相対定量解析による肝発がんリスク評価方法の開発 

 

(1) 緒言 

 

 C 型肝炎ウイルス（HCV）は全世界でおよそ 1 億 7000 万人が感染していると考えられ

ている。HCV 感染は慢性疾患を引き起こし、肝硬変や肝臓がん（HCC）などの重篤な症

状へとつながる可能性を上昇させる（72）。慢性 C 型肝炎におけるインターフェロン

（IFN）療法は、ウイルスを除去することによって HCC を発症するリスクおよび肝臓関

連死を減少させる（1）。 2004 年以来、本邦ではペグインターフェロン（PEG-IFN）お

よびリバビリン（RBV）併用療法が標準的な治療法となっている（18）。さらに 2011 年

からは PEG-IFN、RBV にプロテアーゼ阻害剤（ボセプレビルまたはテラプレビル）など

の直接作用型抗ウイルス薬（DAA）を加えた三剤併用療法が承認され、恒常的に使用され

てきた（36）。しかしながら、必ずしも全ての患者でウイルス学的持続陰性化（SVR）が

得られわけではなく、本邦では最も一般的な HCV 遺伝子型である 1b 型に感染した患者の

26.3％においてウイルス学的反応が確認されなかった（2）。 

近年、HCV 遺伝子型 1b の患者におけるウイルス学的反応の欠如には 2 つの要因が関連し

ていることが報告された。ひとつはヒト IL28B 遺伝子近傍の一塩基多型（20、 88、90）

であり、もうひとつは HCV-1b コア領域におけるアミノ酸 70 および 91 の変異である

（3）。HCV-1b コア領域のアミノ酸 70 変異（Arginine →Glutamine あるいは

Histidine）および 91 変異（Leucine→Methionine）はウイルス学的非応答者において高

頻度に検出され、変異を有する患者群では併用療法におけるウイルス量の低下率が低いこ

とが報告されている（3）。また、HCV-1b コア領域のアミノ酸 70 変異の有無と IL28B

遺伝子近傍の一塩基多型から三剤併用療法における SVR 獲得の予測が可能であった

（3）。さらに併用療法中においてクアジスピーシズによるアミノ酸 70 変異型の増加が治

療成功率の低下と関連していることが示唆された（38）。これらのことから HCV 治療に

おいてアミノ酸 70/91 の変異率はウイリス量とともにモニタリングしていくことが重要と

なる。しかしながら一塩基変異を高感度に検出することは困難であり、これまでに

Nakamoto らの報告（55）があるのみである。本章ではリアルタイムモニタリング定量法

を用いたアミノ酸 70/91 変異の相対定量解析法について述べる。アミノ酸 70/91 変異率を

求めるための測定系を構築し、測定感度と再現性について検討した。また、臨床検体を測

定し、シークエンス（3）および変異型特異的プライマーを用いた PCR（64）と結果を比

較した。 
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(2) 方法 

 

・症例 

 

虎の門病院分院に保管されている HCV-1b 陽性血清 123 例を虎の門病院分院（神奈川）

の倫理委員会の承認後（承認番号 2012-3HB）、検討に使用した。検体は解析に使用する

まで-80℃で凍結保存された。 

 

・インベーダープローブの設計 

 

HCV-1b コア領域アミノ酸 70 変異および 91 変異を検出するためのプライマリープロー

ブおよびインベーダーオリゴは NationalCenter for Biotechnology Information (NCBI)デ

ータベースに登録されている 55 の HCV ゲノム配列を参考に周辺領域のバリエーションを

考慮して設計した。 

 

・HCV-RNA の抽出および逆転写反応 

 

200 µL の血清から PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (ライフテクノロジーズ)を用い

て 10 µL RNAse/DNAse-free 水に HCV-RNA を抽出した。ランダムプライマーを用いた

cDNA 合成には SuperScript III cDNA Synthesis Kit（ライフテクノロジーズ）を使用し

た。 

 

・リアルタイムモニタリング定量 

 

本章よりインベーダー反応試薬を d-NTP、DNA ポリメラーゼを含み、リアルタイムモ

ニタリング定量法に適した Universal General Purpose Reagent （T.W.T.）に変更した。

HCV-1b コア領域を増幅するためのプライマー、300 nM プライマリープローブ、700 nM 

インベーダーオリゴ、 Universal General Purpose Reagent（T.W.T.）、PCR を強力にす

るための 2U AmpliTaq gold （ライフテクノロジーズ）および 2 種類（FAM / RED）の

FRET カセットをテンプレート cDNA と混合し 15 μL 反応液とした。PCR は

LightCycler 480（ロシュ・ダイアグノスティクス）を用いて 95℃ 20 分反応させた後、

①95℃ 15 秒、②65℃ 60 秒の 2-step PCR を 40 サイクル行った（図 1）。②のステップ

において FAM 蛍光（carboxyfluorescein）および RED 蛍光（REDmond RED）を測定し

た。 
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・シークエンス 

 

臨床検体におけるコア領域アミノ酸 70 および 91 の配列は Akuta らの方法（1）に従っ

て測定した。Model 3130 fluorescent DNA sequencer および BigDye Terminator v1.1 

Cycle Sequencing Kit （アプライドバイオシステムズ）を用いてダイデオキシ法でシーク

エンスした。 

 

・HCV-RNA のクローニングによるコントロールプラスミドの作製 

 

臨床検体から抽出したコア領域アミノ酸 70 変異型、91 変異型および野生型 HCV-RNA

の PCR 産物を pCRⅡ-TOPO（インビトロジェン）ベクターに組み込み、プラスミドを作

製した。 

 

・特異的プライマーを用いた解析 

 

Okamoto らが報告（64）した変異型および野生型特異的プライマーを用いて PCR 増幅

し、MultiNA マイクロチップ電気泳動装置で PCR 産物を確認した。 

 

・測定感度と再現性 

 

変異型および野生型のコントロールプラスミドを様々な割合に混合してテンプレートと

し、測定感度と再現性について検討した。測定感度の検討には 10～107コピーに調製した

10 倍希釈系列を用いた。相対定量解析の検討は変異型および野生型プラスミドを混合して

行った。それぞれの検討は n=5 で 3 回測定した。 

 

 (3)結果 

 

測定下限と再現性 

 

アミノ酸 70 の測定では 10～107コピーで濃度依存性が保たれ、測定下限は変異型、野

生型ともに 10 コピーであった。アミノ酸 91 の測定では 102～107コピーで濃度依存性が

保たれ、測定下限は変異型、野生型ともに 102コピーであった（図 2 および図 3）。 

 

相対定量解析 

 

変異型と野生型の相対比率を求めるために相対定量解析を行った。変異型と野生型のコ
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ピー数をコントロールプラスミドで作成したスタンダードを用いて Fit Point Methods に

よりそれぞれ測定し、相対比率は変異型のコピー数を全コピー数（変異型数＋野生型数）

で割って求めた。様々な割合に混合したコントロールプラスミドを用いた検討では、マイ

ナーな遺伝子型を 1:100 の比率で検出可能であり（図 4）、算出した相対比率はテンプレ

ート DNA と一致した（図 5）。 

 

臨床検体における相対定量解析 

 

HCV-1b 陽性血清 123 例のコア領域の配列をダイレクトシークエンスで確認した。 

アミノ酸 70 および 91 についてリアルタイムモニタリング定量法で測定した。ダイレクト

シーケンスの結果と比較するためにリアルタイムモニタリング定量法の結果を 3 群（変異

型 1%未満、混合型（変異型 1～99%）、変異型 99%<）に分類した。アミノ酸 70 につい

てはリアルタイムモニタリング定量法で 30.1％（37/123）が混合型（変異型 1～99%）と

なり、このうち 43.2%（16/37）がダイレクトシーケンスでも混合と判定された。アミノ

酸 91 についてはリアルタイムモニタリング定量法で 17.9％（22/123）が混合型（変異型

1～99%）となり、このうち 59.1%（13/22）がダイレクトシーケンスでも混合型と判定さ

れた。 

 

特異的プライマーを用いた混合型の確認 

 

リアルタイムモニタリング定量法で混合型と判定され、ダイレクトシークエンスで確認

ができなかった 4 検体について変異型 / 野生型特異的プライマーを用いて検討した。アミ

ノ酸 70 において変異型をわずかに含むサンプル 99（変異型 4%）およびサンプル 118

（変異型 5%）、野生型をわずかに含むサンプル 80（変異型 98％）およびサンプル 18

（変異型 99％）について測定し、全てのサンプルで野生型および変異型を検出した。アミ

ノ酸 91 についても同様の結果となった（表 3）。 

 

 (4)考察 

 

HCV‐1b コア領域のアミノ酸残基 70 / 91 位の突然変異の相対比を正確に迅速に測定す

ることは、C 型肝炎の治療の主力として用いられているペグ・インターフェロンとリバビ

リンの併用療法の有効性を保証するために重要である。本研究では、比較定量分析による

高感度法であるインベーダー法を基盤技術として用いたリアルタイムモニタリング定量法

を開発し、本方法の検出感度および正確性を調べ、直接配列決定法および型特異的プライ

マーによる PCR 法と比較した。HCV-1b コア領域の 2 つの位置（70 および 91）における

野生型/突然変異体配列の検出のために、2 つの蛍光プローブによる検出感度を調べたとこ
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ろ、野生型、突然変異体ともにアミノ酸残基 70 位での検出感度は鋳型 DNA が 10 コピ

ー、91 位での検出感度は 100 コピーであった（図 3）。次に、さまざまな比率で野生型と

突然変異体の配列をもつプラスミドの混合物をモデル検体として、相対比算出精度を調べ

たところ、リアルタイムモニタリング定量法は、マイナータイプ（野生型 / 突然変異体の

内、相対含有量が少ない方を意味する）の 1%まで決定できることが明らかになった(図

4)。本方法によって測定し、算出された相対比は、鋳型 DNA の混合比と完全に一致して

おり、相対比は混合した鋳型 DNA の総量に影響されなかった（図 5）ことから、検査対

象となる患者血清中に含まれるウイルス濃度が変化しても、HCV-1b コア領域の 2 つの位

置（70 および 91）における野生型 / 突然変異体配列の相対比を精度良く検出できると考

えられた。  

リアルタイムモニタリング定量法を実際の検体で検証するために、患者由来の 123 の臨

床検体について、直接配列決定法およびリアルタイムモニタリング定量法により HCV‐

1b コア領域の 70 / 91 位の突然変異を分析したところ、ダイレクトシークエンス法で検出

された変異は、すべてリアルタイムモニタリング定量法でも検出され、比較検討結果に齟

齬は無かった。さらに、リアルタイムモニタリング定量法は、ダイレクトシークエンス法

で検出できない、検体にわずかに含まれる野生型/突然変異体を検出することができた。例

えば、アミノ酸残基 70 位では、リアルタイムモニタリング定量法により 37 検体で野生型

と突然変異体の両方が検出されたが、ダイレクトシークエンス法では、症例の 56.8%(37

例中 21 例)が野生型/突然変異体のどちらか一方しか検出できず、野生型/突然変異体の混合

は無いと判定された。リアルタイムモニタリング定量法で検出されたマイナータイプの有

無を確認するため、マイナータイプ特異的プライマーを用いたタイプ特異的 PCR を行っ

て結果を検証したところ(表 3)、野生型/突然変異体の混合が確認された 37 検体全てで、マ

イナータイプ由来の増副産物が確認されたことから、本方法が実検体においても、高感度

且つ高精度に HCV‐1b コア領域のアミノ酸残基 70 / 91 位の突然変異の相対比を検出可能

だと考えられた。 

HCV-1b コア領域の 70 / 91 位のアミノ酸変異と併用または 3 剤併用療法の有効性との

関連性については、多くの研究で報告されている（3, 55）。また、70 / 91 位のアミノ酸

変異は in vitro でインターフェロンに耐性を示すことが知られている（19）。コア突然変

異体をトランスフェクトした細胞における SOCS3 をアップレギュレートする IL‐6 の発

現レベルは、野生型よりも有意に高いことも報告されており（19）、この現象がインター

フェロン療法に対する 70 / 91 位のアミノ酸変異の臨床的耐性を説明できるのではないか

と考えられている。また、HCV-1b コア領域の 70 位のアミノ酸変異は、ウイルス学的

non-responder における HCC の独立予測因子として有意であることから、インターフェ

ロン療法と HCC 発症の研究では、70 / 91 位のアミノ酸変異の重要性が増している

（73）。さらに、70 / 91 位のアミノ酸変異体の相対比は、個々の患者で異なっており

（64）、治療方法によって治療期間中に相対比変化が異なることも報告されている（34, 
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38）。以上のことから、突然変異体の相対比を治療前の治療方法を選択するために決定す

ること、治療中にリアルタイムにモニタリングすることは、HCV 治療に対する有効性予

測、データの基づく作用機序の解明に寄与すると考えられた。本研究で開発されたリアル

タイムモニタリング定量法は既存の方法よりも高感度かつ高精度な方法であり、相対比の

詳細な動的変化をリアルタイムに、かつ安価に提供可能であり、今後の C 型肝炎の治療法

開発に貢献できると思われた。 
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表 1. HCV コア領域アミノ酸 70・91 変異相対定量解析を行うためのプライマーおよびイ

ンベーダープローブ 

 

Target    Sequence (5'-3') 
 F-primer CCTCGTGGAAGGCGACAACCTAT 
 R-primer GGCCADGGRTACCCRGGCTG 
core 70 p1 probe CGCGCCGAGGCGRMRAKCYTTGG 
 p2 probe ACGGACGCGGAGTGRMRAKCYTTGG 
  io probe GCCCAGGHYCTRCCCTCGKBNA 
 F-primer CCTGGGCTCAGCCYGGGTA 
 R-primer CGGGGTGACAGGAGCCATC 
core 91 p1 probe CGCGCCGAGGYTRGGRTGGRCAG 
 p2 probe ACGGACGCGGAGATRGGRTGGRCAGGAT 
  io probe TTGGCCCCTCTAYGGCAAYKAGGGYT 

p1: プライマリープローブ (FAM蛍光)   

p2 : プライマリープローブ(RED蛍光)  

io: インベーダーオリゴ 

下線部は 5'フラップ配列を示した。 

プライマリープローブにおける太字はフラップエンドヌクレアーゼの切断点 
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表 2. リアルタイムモニタリング定量法と塩基配列解析との比較 

 
Core 70  ダイレクトシークエンス 

  野生型 混合型 変異型 

リアルタイム 
モニタリング 

定量法 
（変異%） 

1%未満 43   

1-99% 12 21 4 

99%＜   43 

 

Core 91  ダイレクトシークエンス 

  野生型 混合型 変異型 

リアルタイム 
モニタリング 

定量法 
（変異%） 

1%未満 55   

1-99% 9 9 4 

99%＜   46 

HCV-1b 陽性血清 123 例をダイレクトシークエンスおよびリアルタイムモニタリング定量

法で測定し、コア領域アミノ酸 70 / 91 の結果を比較した。 

リアルタイムモニタリング定量法の結果は 3 群（変異型 1%未満、混合型（変異型 1～

99%）、変異型 99%<）に分類した。 
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表 3. リアルタイムモニタリング定量法で混合型と判定されたサンプルにおける特異的プラ

イマーを用いた PCR の結果 

 

Core 70 リアルタイムモ
ニタリング定量

法 
ダイレクト 
シークエンス 

特異的プライマーを用い
た PCR 

 
 変異型(%) 野生型 変異型 

Sample 099 4% 野生型 + + 
Sample 118 5% 野生型 + + 
Sample 080 98% 変異型 + + 
Sample 018 99% 変異型 + + 

 

Core 91 リアルタイム 
モニタリング定

量法 
ダイレクト 
シークエンス 

特異的プライマーを用い
た PCR 

 
 変異型(%) 野生型 変異型 

Sample 088 2% 野生型 + + 
Sample 067 2% 野生型 + + 
Sample 090 98% 変異型 + + 
Sample 071 98% 変異型 + + 

リアルタイムモニタリング定量法で混合型と判定され、ダイレクトシークエンスで確認が

できなかった 4 検体について変異型 / 野生型特異的プライマーを用いて検討した。 

全てのサンプルで野生型および変異型を検出した。  
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図 1. HCV-1b コア領域アミノ酸 70 におけるリアルタイムモニタリング定量法のプライマ

ーおよびインベーダープローブ結合領域  

□部分はフラップエンドヌクレアーゼの切断点。 

対照配列は HCV-J（アクセッション No. D90208） 
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図 2. リアルタイムモニタリング定量における増幅曲線 

変異型/野生型プラスミドの希釈系列（101～107コピー）を測定したときの増幅曲線。 

特異的かつ濃度依存的な増幅曲線を得た。 

縦軸：蛍光強度    横軸：PCR サイクル数 

（W: 野生型プラスミド、M: 変異型プラスミド） 
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図 3. リアルタイムモニタリング定量法における標準曲線 

プラスミド希釈系列（10～107コピー）における Cp 値（平均）をプロットし、標準曲線

を作成した。 

測定下限はアミノ酸 70 では 10 コピー、アミノ酸 91 では 102コピーであった。 

縦軸：Cp 値   横軸：コピー数 

エラーバーは n=5 の 3 回測定における標準偏差を示す。  

R2は対数近似曲線における決定係数。 
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図 4. リアルタイムモニタリング定量法の検出感度 

アミノ酸 70 についてはマイナー遺伝子型のコピー数を 101コピー、アミノ酸 91 について

は 102コピーとした。 

マイナーな遺伝子型を 1:100 の比率で検出した。 

縦軸：リアルタイムモニタリング定量法における変異比率 

横軸：プラスミドの相対比率（変異型：野生型） 

変異型 / 野生型プラスミドを 100 : 1～1 : 100 の割合で混合し、測定した。  
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図 5. リアルタイムモニタリング定量法における混合プラスミドを用いた再現性試験 

変異型比率 0、10、20、30、40、50、60、70、80、90 および 100%となるようにプラス

ミドを混合した。 

アミノ酸 70 では総量 104コピー（A）および 102コピー（B）、アミノ酸 91 では総量 104

コピー（C）および 103コピー（D）で測定した。 

算出した相対比率はテンプレート DNA の相対比率と一致した。 

縦軸：リアルタイムモニタリング定量法における変異比率 

横軸：プラスミドの相対比率 
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総括 

 

フラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構による核酸の定性および定量的遺

伝子検出法の医療診断分野における基盤構築とその技術応用 

 

フラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構（インベーダー法）はヒトゲノ

ムにおける一塩基多型（SNP）を判定するための方法として 2000 年に Lyamichev らによ

って報告された（47）。この方法は多型を検出する 1 次反応と蛍光を産生する 2 次反応が

同一ウェルかつ等温条件で同時に進行するため、標的配列に依存した蛍光物質標識オリゴ

マーを必要としない。本学位論文では、インベーダー法を基盤とした感染症あるいは造血

器腫瘍などの疾病診断法確立について述べた。 

 

第 I 章では Hepatitis B virus（HBV）を標的とした PCR-インベーダー法を用いた二つ

の定性解析法確立について論じた。 

第 I 章-1 は HBV 遺伝子型判定法の確立についてまとめた。HBV は 8%以上の配列の違

いから大きく 8 つの遺伝子型（A-H）に分類されており、A 型および B 型についてはそれ

ぞれ二つの亜型が報告されている。各遺伝子型は、特徴的な地理的分布を示すとともに臨

床的な相違についても研究が進められている。本章では、HBV の遺伝子型（Aa, Ae, Ba, 

Bj, C, D, E, F, G および H 型）判別法構築にかかる研究成果を示した。genebank に登録

されている各遺伝子型の完全長 HBV ゲノムを比較し、同じ遺伝子型内で保存されている

が、異なる遺伝子型間では DNA 配列が異なる領域をコアタンパク質コード領域、S タン

パク質コード領域から選び、遺伝子型依存的に得的なインベーダー反応のシグナルが得ら

れるようにプライマー、プライマリープローブおよびインベーダーオリゴ DNA を設計し

た。計 505 例の B 型慢性肝炎患者の血清検体を用いて、モノクローナル抗体を用いた EIA

法および GSPA 法と遺伝子型判定結果を比較し、EIA 法では単一遺伝子型と判定された

165 例中 162 例（98.2%）、GSPA 法では、343 例中 333 例（97.1%）で PCR-インベーダ

ー法による判定と一致した。GSPA 法で判定不能となった 10 例については、ダイレクト

シークエンス解析により PCR-インベーダー法で判定された遺伝子型が確認された。 

核酸アナログを使用した HBV 治療において、耐性変異を早期にとらえることは薬剤選

択のうえで重要である。第 I 章-2 では薬剤耐性との関連が報告されている HBV ポリメラ

ーゼ RT ドメインにおける 6 コドン（L180M、A181G/S/T/V、T184A/C/F/G/I/L/M/S、

S202C/G/I、M204I/V、M250I/L/V）の変異を検出する HBV 薬剤耐性変異検出法につい

て述べた。野生型と変異型の PCR 産物を組み込んだプラスミドを用いた測定感度の検討

では 2%の変異型を検出可能であった。核酸アナログをラミブジンからエンテカビルに変

更した 75 例の臨床検体についてダイレクトシークエンスの結果を比較した。ダイレクト

シークエンスで検出した変異は全て PCR-インベーダー法でも検出可能であった。さら
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に、インベーダー法では、ダイレクトシークエンスでは検出されない微小な変異も検出可

能であった。特に S202G 変異についてはダイレクトシークエンスでの変異検出率は 4.0%

であったのに対して PCR-インベーダー法では 34.7％であり、有意に高感度で検出可能で

あった。 

第 II 章ではインベーダー法を利用した定量解析について記した。第 II 章-1 では蛍光強

度比を用いた簡易定量法による BCR/ABL キメラ mRNA に認められる ABL 遺伝子キナー

ゼドメインアミノ酸 315 変異（Threonine →Isoleucine）の相対比率算出による治療効果

予測法について述べた。慢性骨髄性白血病（CML）ではチロシンキナーゼインヒビターを

用いた治療が標準療法として確立されている。BCR/ABL 遺伝子 ABL キナーゼドメインに

おける点突然変異は薬剤に抵抗を示す原因になる。特にアミノ酸 315 変異（T315I）は第

二世代を含む全てのチロシンキナーゼに対して耐性を獲得することが知られている。本章

では、BCR/ABL キメラ mRNA 中の T315I 変異クローンを相対定量解析（1-100%）する

方法について検討した。野生型と変異型の PCR 産物を組み込んだプラスミドを用いたイ

ンベーダー法による測定感度の検討では、1%の変異型を検出可能であった。T315I 変異陽

性となった 2 症例の時系列検体を用いてダイレクトシークエンス、定性 ASO-PCR および

PCR-インベーダー法と結果を比較した。2 検体（8.3％、14.3％）については定性および

定量 ASO-PCR、PCR-インベーダー法では T315I 変異を検出したが、ダイレクトシークエ

ンスでは検出できなかった。PCR-インベーダー法は変異率 8.3～60.6％において定量

ASO-PCR と高い相関性を示した（決定係数 R2=0.951）。 

第 II 章-2 ではリアルタイム PCR とインベーダー反応を組み合わせた広範囲なダイナミ

ックレンジを有する“リアルタイムモニタリング定量法”の開発について述べた。リアル

タイム PCR はウイルスあるいは細菌を定量するために有効な方法だが、標的ごとに異な

った蛍光プローブを必要とするためにコストがかかる。共通の蛍光標識プローブを用いる

ことができれば、複数の異なるターゲットを検出する際に低コストかつ効率的に測定が可

能である。“リアルタイムモニタリング定量法”では PCR 増幅とインベーダー反応は下

記のように同時進行していく。①PCR 産物は熱変性により 1 本鎖となる。②ステプライマ

リープローブおよびインベーダーオリゴ DNA が結合し、フラップエンドヌクレアーゼに

よりプライマリープローブの 5’-側からフラップ配列が切り離される。遊離したフラップ

配列は蛍光標識された FRET カセットに結合し、フラップエンドヌクレアーゼにより、蛍

光物質が遊離する（インベーダー反応）。③テンプレート DNA あるいは PCR 産物にプラ

イマーが結合する。④DNA ポリメラーゼ（AmpliTaq Stoffel fragment）により相補鎖が

合成される。本測定法の性能評価のためにヒトパピローマウイルス 16（HPV16）の測定

系を構築し、加水分解プローブを用いたリアルタイム PCR と結果を比較した。HPV-DNA

の希釈系列を測定した際の標準曲線の傾きは“リアルタイムモニタリング定量法”が-

3.39、リアルタイム PCR が-3.33 であった。この結果から増幅効率は“リアルタイムモニ

タリング定量法”が 97.24%、リアルタイム PCR が 99.66％となった。標準曲線の Y 切片
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は“リアルタイムモニタリング定量法”が 35.08、リアルタイム PCR が 41.96 となり、全

てのポイントで 6～8 サイクル早い Cp 値が得られた。14 例の HPV 16 陽性検体における

両法の定量値は累乗近似曲線における決定係数 R2: 0.9681 と良好な相関性を示した。 

第 II 章-3 では“リアルタイムモニタリング定量法”を用いたハイリスク HPV14 遺伝子

型の相対定量解析による子宮頸がんリスク評価方法の開発について述べた。HPV は、子宮

頸癌リスクに基づいて低リスクウイルス遺伝子型あるいは高リスク遺伝子型に分類されて

いる。少なくとも 14 の遺伝子型（16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 および

68 型）が高リスクに分類されており、高リスク HPV 遺伝子型を迅速に診断することは検

診の成果を高め、治療方針を決める上で重要な情報を提供する。HPV は複数の遺伝子型が

同時に感染する重複感染の頻度が高いことが報告されているが、病態との関連性について

は不明な点が多い。複数の遺伝子型が同時感染している場合、それぞれの遺伝子型の比率

を測定することは困難であり、検討報告も少ない。ハイリスク群に属する上記 HPV の 14

種類の遺伝子型の相対定量解析による、子宮頸がんリスク評価方法の開発を目的として、

“リアルタイムモニタリング定量法”を用いて検討をおこない、ダイレクトシークエンス

と結果を比較した。前章の“リアルタイムモニタリング定量法”を改変し、2 種類の蛍光

物質を用いて 7 ウェルで HPV の 14 種類の遺伝子型を相対定量解析した。182 例の子宮頸

部擦過サンプルについて測定し、131 例から HPV を検出した。このうち 104 例からは単

一の遺伝子型、27 例から複数の遺伝子型を検出可能であった。一症例における混在する遺

伝子型の最大数は 4 であった。単一の遺伝子型が検出された 104 例については L1C1/C2

プライマーを用いたダイレクトシークエンスで配列を決定し、本方法との整合性が確認さ

れた。 

 歯周病は A. actinomycetemcomitans、 P. gingivalis、 P. intermedia、 T. denticola、 

T. forsythensis および F. nucleatum などの口腔細菌によって引き起こされる。特に P. 

gingivalis、T. denticola,および T. forsythensis の 3 菌種は「Red complex」と呼ばれ、深

刻な歯周病と関連し、その他の菌種についても歯周炎を引き起こすことが報告されてい

る。第 II 章-4 では Red complex を含む 6 菌種の歯周病関連菌のリアルタイムモニタリン

グ定量法を用いた定量解析について述べた。それぞれの細菌から抽出した DNA の希釈系

列を用いた測定感度の検討では 10ng から 10fg までを濃度依存的に検出が可能であった。

64 例のボランティア唾液検体を測定しリアルタイム PCR との良好な相関性を示した。 

第 II 章-5 ではリアルタイムモニタリング定量法を用いた C 型肝炎ウイルス（HCV）コ

ア領域アミノ酸 70・91 変異の相対定量解析による肝発がんリスク評価方法について述べ

た。HCV は全世界でおよそ 1 億 7000 万人が感染していると考えられている。HCV 感染

は慢性疾患を引き起こし、肝硬変や肝臓がん（HCC）などの重篤な症状へとつながる可能

性を上昇させる。HCV-1b コア領域のアミノ酸 70 変異（Arginine →Glutamine あるいは

Histidine）および 91 変異（Leucine→Methionine）はペグインターフェロン（PEG-

IFN）およびリバビリン（RBV）併用療法の治療成功率の低下と関連している。リアルタ
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イムモニタリング定量法を用いたアミノ酸 70 / 91 変異の相対定量解析法の開発を目的と

して検討を行い、ダイレクトシークエンスおよび変異型特異的プライマーを用いた PCR

と結果を比較した。変異型/野生型プラスミドを用いた検討では 1%のマイナー遺伝子型を

検出し、算出した相対比率はテンプレートと一致した。123 例の臨床検体を用いた検討で

は、シークエンスで検出した全ての変異をリアルタイムモニタリング定量法で検出した。

シークエンスで確認できなかった変異については遺伝子型特異的プライマーを用いた PCR

で確認した。 

以上、フラップエンドヌクレアーゼによる三重鎖核酸修復機構（インベーダー法）は、

感染症あるいは造血器腫瘍などの疾病診断に広く応用可能であることを示した。インベー

ダー法はあくまで既知の一塩基置換を速やかに検出するための検査法であり、新たなもの

の探索には適していない。しかしながら、現在流行している新型コロナウイルス（SARS-

CoV-2）も、点突然変異によるアミノ酸置換がワクチンからの逃避や新薬の効果低下につ

ながる可能性もあり、迅速且つ高精度なバリアントウイルスの検出が求められている。こ

のようなケースにおいて、インベーダー法を導入するメリットは高く、今後、本方法の応

用範囲は更に拡大していくと思われる。また本論文で検討したリアルタイムモニタリング

定量法は一塩基置換における相対定量解析に適しており、特に感染症および造血器腫瘍領

域でのさらなる応用が期待できると思われる。 
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