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　RT −LAMP 法 は栄研 化学   が 開発 した方法 で ，

鋳型 DNA あ る い は RNA が試験管内で
一

定の 温度

条件 で 増幅 し，また増 幅 の 有無 を目視で 観察す る こ

とが出来 る．本法 を用 い て ， デ ン グ ウ イ ル ス や チ ク

ン グニ ァ ウ イ ル ス な ど の 節足動物媒介性 ウ イ ル ス に

感染 した媒介蚊あ る い は 患者血液か ら迅速に ウ イ ル

ス ゲ ノ ム を検出す る方法 の 改良を行 っ て い る，

　デ ン グ ウ イ ル ス （DENV ）感染蚊か ら ウ イ ル ス

ゲ ノ ム 検出の 条件 を検討 した ．実験的に DENV に

感染 したネ ッ タ イ シ マ カ雌を 14 日間飼育後，蚊か

ら精製 した総 RNA を用 い て ，　 RT −LAMP 法を実

施 した ．栄研科学  の RNA 増幅試薬キ ッ ト （RT −

LAMP ） の 手順に 従 っ て鋳型 RNA を含む反応液

に ，蛍光 ・目視検 出試薬 を加 え て，63℃ で 1時間反

応 させ た．ウ イル ス ゲ ノ ム 増幅が認められ た反応 チ ュ
ー

ブ は ， 目視 で 黄色 に 染ま っ て い た．ゲ ノ ム の 増幅を

確認 の た め に，電気泳動を行 い ， ラ ダー状 の 複数の

泳動 バ ン ド を確認 した．

　デ ン グ熱流行地 の ラ オ ス 国 に お い て ，方法を実施

し た． ラ オ ス 保健省 の 協力 を得 て ， デ ン グ熱患者宅

で 蚊 の 採集を行 っ た．採集 した蚊 は，ラ オ ス 保健省

の 実験室 に お い て ， DENV の 4 っ の 血 清型 に 特異

的な RT −LAMP プ ラ イ マ ーお よ び，蛍光 ・目視検

出試 薬 を用 い た RT −LAMP 法 を実施 した結果，患

者 宅 内 で 採集 し た別 々 の 雌蚊か ら DENV1 型 と 2

型 が検出され た．翌 日 に は，患者宅 で 蚊駆除が な さ

れ た．

　RT −LAMP 法の更な る簡便化を図 る た め に ，（1）

蚊 か ら RNA を精製 す る こ とな く目的の 増幅産物を

得 る方法，（2）UV ラ イ トに よ る 目視検査 で の 擬陽

性 の 低減方法に っ い て検討 した と こ ろ，（1）で は，

RT −LAMP の 反 応 時間 を短 く す る こ と に よ り，ま

た （2）で は，長波長 UV ラ イ トを用 い る こ とに よ り，

目視検査 の 陰性 と 陽性 を よ り明確 に 区別 で き た．試

験 サ ン プル を 目視判定す る場合は，陽性 ・陰性 コ ン

ト ロ ール を準備す る こ とが重要で あ る こ とが判明 し

た．一
連 の 結果か ら，RNA 精製過程を省略 し て も

目的の増幅産物が得 られ る こ と，さ ら に携帯型長波

長 UV ラ イ トを使用す る こ と に よ っ て ，設備 の 整 っ

て い な い 流行地 に お い て も，本法が実施可能 と な っ

た，

　改良 RT −LAMP 法を用 い て ， ヒ ト血液を精製す

る こ と な く ウ イ ル ス ゲ ノ ム を検出す る方法を検討 し

た．供試 し た チ ク ン グ ニ ア ウ イ ル ス は，マ ダ ガ ス カ

ル 島近 くの レ ウ ニ オ ン 島で 発生後，東南 ア ジア の 国 々

に 拡大 して 猛威 を ふ る っ て い る 強毒性株 で あ る．本

ウ イ ル ス に感染 し た チ ク ン グ ニ ア 熱患者 の 日本国内

に お け る輸入症例は，既 に 報告 さ れ て い て ，迅速診

断の 確立は意義が あ る． ヒ ト血液材料を精製す る こ

と な く 1時間以内 に ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 有無 を判定可

能か ど うか 検討 し た，未感染 ヒ ト血液と チ ク ン グニ

ア ウ イ ル ス を 試験管内で 混和 して 模擬 の 患者血液 を

作製 し，精製する こ と な く，RT −LAMP を行 っ た．

比較の た あ に RT −PCR を同 じ条件下 で 検討 し た結

果，RT −LAMP 法 で は反応液中 の ウ イ ル ス 数 が 10

PFU 以上 で 陽性検出が可能で あ っ た．そ れ に 対 し

て ，RT −PCR で は全 く増幅産物が 認 め ら れ な くて

陰性で あ っ た ．

　以上 の 結果か ら，改良 RT −LAMP 法 は，　 RT −

PCR 法よ り も検出感度が高 く，短時間で 結果 が 得

られ る こ と か ら， 媒介蚊 の み な らず ヒ ト患者 の 迅速

診断 に有用と考え られ る．また，節足動物媒介性 ウ

イ ル ス の 流行地で の 媒介蚊動態の 把握が 短時間 で 実

施可能な こ と か ら，媒介蚊対策 に も適用され る方法

で あ ろ う．
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