
RT-PCR法による

麻疹ウイルスの迅速同定・型別法

斎藤博之

須藤恒久

原田誠三郎

森田盛大

田中恵子 佐野 健

我々がこれまでに得た麻疹ウイルスに関する知見をもとに，麻疹ウイルスの存在を患者検体からPCRを用いて直接

検査できる方法を開発した． これによって， これまで2週間を要していた検査が2日で行えるようになった． また，増

幅されたDNA断片を Sau3 AIで切断することにより，近年問題になっている麻疹ウイルスの変異も同時に検出でき

た．
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I はじめに

最近分離される麻疹ウイ）レスは、 HA蛋白の性状がご

れまで知られていたものとは異なっていることがすでに

知られている 1-3). すなわち，①血球凝集能の欠落，②

分子量の増大，③6本目の糖鎖付加部位の新生である．

また，近年になって臨床の現場から典型的な麻疹患者が

減り， これに代わって， コフ゜リック斑や発疹が不明瞭て

あるなとの診断がつけにくい症例が培えてきているとの

声か1州こえてくるようになった．それを裏付（ナるかのよ

うに当所に送付されてくる麻疹検査の依頼も年々増加し

ており，流行の拡大防止の意味からも迅速な検査法の確

立か求められるところとなった． しかしながら， B95a

細胞を）廿いた最新のウイルス分離法5'を）1］いたとしても，

細胞の準備から中和による同定に至るまで2週間を要す

るのが現状である．

我々は，前回の報告 1〉で最近分離される麻疹ウイルス

のIIA辿伝子の配列を明らかにした．今回は， この配列

をもとにしてPCR仏による迅速検査法と変異ウイルス

の迅速鑑別法を開発したので報告する．

II 方法

検休として，麻疹患者の咽頭拭液の他，髄液，急性期

血清，培捉細胞を用いた． これらをクアニンンチオシア

ネートで溶解した後， フェノール抽出とエタノール沈澱

にて麻疹RNAを調製した． ここで問題となるのがプラ

イマーの設計である．近任問題となっている麻疹変異株

に特徴的である糖鎖付加部位の新生 2- I) は416番アミノ

酸かアスハラギン酸からアスパラギンに正換することに

よって起こるが， これは1266番塩基のGからAへの置換

が原因である．図 1に示すとおり Edmonston株のよ

うに 6本日の糖鎖付｝JI1部位が無いウイルス (classical

type)はこの位置に Sau3AIsite((]八TC)があり，

最近の分離株のように糖鎖付加部位が新生している株

(contemporary type)ではこれが消滅する (AAT

C). PC R法のプライマーは増幅断片の中にこの部分

が含まれるようにデザインしにまた， Edmonston

株 6)と、当所で遺伝子配列を決定した AK-1株4)の

共通部分を用いているため， どちらの型のウイルスでも

検査できるよう！こなっている． 2組のプライマーによる

nested PCRにより最終的に 349bpからなる DNA断

片が増船されるが， これを Sau3 AIで切断した場合，

classical typeは198bp,95bp, 56bpの 3つの断片と

なり， contemporarytypeは 254bpと 95bpの 2つ

の断片となる（図 1). このことを利用して Restric-

tion Fragment Length P()lymorphism (R F L P) 

解析を行い，両者の鑑別を試みた．プライマーの配列と

PCRの反応条件は図2に示すとおりである．

III 結果

図3にホすとおり nestedPCRにより，咽頭拭液，

髄液，急性期血清から直接麻疹ウイルスゲノムを検出で

きた．増幅断片を Sau3 AIで切断した結果が図4 （上

段）である． 従来型（classical• type) である

Edmonston株と Toyosima株では 198bp, 95bp, 

56bpの 3つの断片となった．それに対して，最近の分

離株（contemporarytype)である AK-1~AK-
6株では254bpと 95bpの 2つの断片となった． また，

その結果はHA棗白の分子呈の増大（図4, 中段）や血

球凝集能の欠落（図4,・下段）とも一致することかわかっ

た．

IV 考察

本法を川いることにより，約 1日で結果を通知できる

ようになったため，迅速検査法の開発という当初の目的

-33-



図1 プライマーの設計と増幅断片のマップ 図2 プライマーの配列と反応条件
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図3 増幡断片の確認
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は達成した．また，本法は引き続き Sau3 AIによる R

FLP解析が行えるようにデザインされているために，

近年問語となっている麻疹ウイルスの変異に関する追跡

謁査にも付用と考えられた．
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図1 RFLPによる型別
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