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１　はじめに

感染症発生動向調査において，2008年１月より麻疹

および風疹の患者全数把握体制がスタートし，従来は

定点把握対象感染症として小児科の定点医療機関で診

断報告されてきた麻しん及び風疹の患者数は，すべて

の年齢を対象に全医療機関で診断報告されることとな

った。この２つの感染症に関しては，当面臨床症状の

みによる診断も認められているが，全数報告対象感染

症の患者報告基準は，基本的に臨床症状と微生物学的

または免疫学的検査結果の双方を元に診断することと

なっている。従来は主としてIgM抗体保有の確認ない

しは抗体の有意上昇をもって確定診断がなされたが，

この方法では病原体側の特徴をとらえることができな

い。また，公衆衛生行政の見地から見れば，麻疹およ

び風疹ともに感染力の強い感染症であり，学級閉鎖等，

早急な蔓延防止対策のために迅速な早期診断が不可欠

であるとともに，ワクチン開発などの中長期的対策の

ためには，病原体そのものの解析も欠かせない。以上

の理由から，全数把握対象感染症となった麻疹および

風疹の診断と病原体捕捉のために，迅速かつ特異的な

微生物学的検出法を検討した。

平成19年度は，感染症発生動向調査で病原体検索を

担当する地方衛生研究所等において，迅速且つ比較的

簡便に実施できる麻しんウイルス及び風疹ウイルスの

遺伝子検出法として，RT-LAMP法とRT-PCR法を比

較検討した。

２　材料と方法

盧　供試ウイルス　

ウイルス検出用試料として，麻しんウイルス乾燥弱

毒生ワクチン(AIK-C株，譁北里研究所製，製造番号：

MA002，ウイルス含有量≧7000 CCID50 /バイアル)，
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要　　旨

2008年1月から全数把握対象となった麻しん及び風疹の病原体サーベイランスのため，感染症発生動向調査で病原体

検索を担当する地方衛生研究所において，迅速且つ比較的簡便に実施しうる麻しんウイルス及び風疹ウイルスの遺伝子

検出法として，RT-LAMP法とRT-PCR法を比較検討した。麻しんウイルスワクチン株では，RT-LAMP法で≧0.11

CCID50 / testまで検出し得た。RT-PCR法では，1st-PCRで≧1.1 CCID50 / test，nested-PCRで≧0.0011 CCID50 / test まで

検出し得た。風疹ウイルスワクチン株では，RT-LAMP法で≧0.012 PFU / testまで検出し得た。RT-PCR法では，1st-

PCRでは検出できなかったが，nested-PCRで≧1.2 PFU / test まで検出し得た。各検査法における検体前処理～判定ま

での最短所要時間は，RT-LAMP法では麻しんウイルス風疹ウイルスともに約155分であった。RT-PCR法では，麻しん

ウイルスの場合約665分，風疹ウイルスの場合約490分であった。RT-LAMP法は，増幅産物で詳細な遺伝子解析を行う

ことが困難であるという欠点はあるが，迅速性・簡便性に優れること，同一条件で麻しん・風疹両ウイルスを同時検索

可能であることから，患者の迅速な鑑別診断と病原体スクリーニング検査法として有用であると考えられた。

[キーワード：麻しんウイルス，風疹ウイルス，RT-LAMP法，RT-PCR法，感染症発生動向調査]
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風疹ウイルス乾燥弱毒生ワクチン(TO-336株，武田薬

品工業譁製，製造番号：E601，ウイルス含有量≧1400

PFU / バイアル)を用いた。

盪　ウイルスRNAの抽出

乾燥生ワクチンを当所使用のウイルス検体輸送液

(10.0％牛血清アルブミン0.5％ゼラチン0.47％HEPES

500U/mlペニシリン 500μg/mlストレプトマイシン 500μ

g/mlカナマイシン 添加 Earl'BSS )で100～106倍に段階

希釈したものから，核酸抽出装置 ( Q I A C u b e：

QIAGEN社製)と市販のウイルスRNAキット(QIAamp

viral RNA mini kit：QIAGEN社製)でRNAを抽出して供

試検体とした。

蘯　RT-LAMP法　

RT-LAMP法は，麻しんウイルスはFujino, M.らの

方法1)，風疹ウイルスはMori, N.らの方法2)に従い，抽

出RNA 5μ lを表１に示すプライマーセットにより

Loopampリアルタイム濁度測定装置(RT-160C：栄研

化学譁社製)を用いて63℃60分間増幅を行い，濁度を

経時的に測定して装置内蔵の解析ソフトにより自動判

定した。

盻　RT-PCR法　

麻しんウイルスのRT-PCR法はHA遺伝子を標的と

する方法3)，風疹ウイルスのRT-PCR法はE1遺伝子を

標的とする方法 4 )に従って，それぞれ1 s t - P C R，

nested-PCRを実施した。使用したプライマーセットを

表２に示す。麻しんウイルスRT-PCRは，抽出RNA 5

μlを42℃35分逆転写し，その全量を増幅した。PCR条

件は，94℃2分プレヒート後94℃2分53℃3分(nestedは

55℃3分)72℃2.5分を30サイクル増幅，ファイナルエ

クステンション72℃7分で実施した。風疹ウイルスの
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表１．RT-LAMP法による麻しんウイルス及び風疹ウイルス検出用プライマーセット 

ウイルス名 プライマー名 塩基長 
(base) 塩 基 配 列  

麻しん 
ウイルス 

風疹 
ウイルス 

MV - F 3 18

MV - FIP 42

MV - F-Loop 14

MV - B 3 18

MV - BIP 46

MV - B-Loop 17

RuV - F 3 20

RuV - FIP 35

RuV - F-Loop 15

RuV - B 3 18

RuV - BIP 34

RuV - B-Loop 15

5'-ACA TTG GCA TCT GAA CTC-3'

5'-TGT CCT CAG TAG TAT GCA TTG CAG GTA TCA CTG CCG AGG ATG-3'

5'-ATC TCT GAA ACA AG-3'

5'-TCC TCG ACT CTG TTT GAC-3'

5'-AGC CCA AGT GTC ATT TCT ACA CGG TGT CCT ATC TTC CTT GCC CCC C-3'

5'-CAA AGT GAG AAT GAG CT-3'

5'-GCA TCT GGA ATG GCA CAC AG-3'

5'-AGA GGC CAG CTG CGC GTA CCG CGC GTG CAC CTT CT-3'

5'-CCA GAG GAG TAG GCG-3'

5'-CCG CTT GTG CGA GTA GTG-3'

5'-ACC GCG TGC GAG GTT GAA TGT CGG TGG GGA AGC C-3'

5'-CCT GCC TTC GGA CAC-3'

＊区別のため、原著論文のプライマー名に麻しんウイルス用はMVを、風疹ウイルス用はRuVを付加した 

表２．RT-PCR法による麻しんウイルスおよび風疹ウイルス検出用プライマーセット 

MHL1 5'-AAC GGA TGA TCC AGT GAT AG-3'

MHR1 5'-TTG AAT CTC GGT ATC CAC TC-3'

MHL2 5'-TAC CTC TCA TCT CAC AGA GG-3'

MHR2 5'-CAC CTA AGG CTA GGT TCT TC-3'

Ｅ1-Ａ 20 5'-GGC CTC TTA CTT CAA CCC TG-3'

Ｅ1-Ｂ 20 5'-CCG AGG CCC CAC CGG GAC TG-3'

Ｅ1-Ｃ 20 5'-GCG GCA GCT ACT ACA AGC AG-3'

Ｅ1-Ｄ 20

20

20

20

20

5'-TCG GGC GGG ACC TGG ACC TC-3'

プライマー名 
塩基長 

(base)
塩 基 配 列  

麻しん 
ウイルス 

1st用 

nested 用 

ウイルス名 
1st  or
nested

風疹 
ウイルス 

1st用 

nested 用 



RT-PCRは抽出RNA 5μlを42℃60分逆転写し，その

3/20量を増幅したため，RNA量換算としては0.75μl

であった。PCR条件は1st，nestedともに，94℃2分プ

レヒート後94℃1分55℃2分72℃1.5分を30サイクル増

幅，ファイナルエクステンション72℃5分で実施した。

３　結果

盧　NRT-LAMP法とRT-PCR法による麻しんウイルス

の検出

麻しんウイルスは，RT-LAMP法では103倍希釈(≧

0.11 CCID50 / test)まで検出し得た。RT-PCR法では，

1st-PCRで102倍希釈(≧1.1 CCID50 / test)，nested-PCR

で105倍希釈(≧0.0011 CCID50 / test) まで検出し得た

(表３)。

盪　RT-LAMP法とRT-PCR法による風疹ウイルスの

検出

風疹ウイルスは，RT-LAMP法では103倍希釈(≧

0.012 PFU / test)まで検出し得た。RT-PCR法では，

1st-PCRでは検出できなかったが，nested-PCRで10倍

希釈(≧1.2 PFU / test) まで検出し得た(表４)。RT-

LAMP法と同量のRNAを増幅した場合の風疹ウイルス

RT-PCRの検出限界を換算すると，nested PCRで ≧

0.18PFUになった。

蘯　RT-LAMP法とRT-PCR法の検査所要時間の比較

各検査法における検体前処理～判定までの最短所要

時間は，RT-LAMP法では麻しんウイルス風疹ウイル

スともに約155分であった。RT-PCR法では，麻しん

ウイルスの場合約665分，風疹ウイルスの場合約490分

であった。(図１)

４　考察

RT-LAMP法とRT-PCR法の検出感度を比較すると，

同量のRNAを増幅した麻しんウイルスの場合，RT-

LAMP法はRT-PCR法(1st)の10倍，RT-PCR法(nested)

の100分の1であり，RT-LAMP法が優れているとはい

えなかった。一方，風疹ウイルスの場合は，増幅に供

試得たRNA量を等量と仮定して換算した場合のRT-

PCR法 (nested)と比較してもRT-LAMP法が勝ってい

た。

検査所要時間では，RT-LAMP法が麻しんウイルス，

風疹ウイルスともにRT-PCR法の1/4～1/3の時間で検

出でき，迅速性ではRT-LAMP法が優れていた。また，

麻しんウイルス及び風疹ウイルスのRT-LAMP法は同

一の増幅条件であるため，少数の検体であれば同時検

索が可能であり，逆転写，増幅条件ともに異なる両ウ

イルスのRT-PCR法より有利と考えられる。

RT-LAMP法のもう一つの利点は，新たな機器整備

の必要がないことである。RT-LAMP法には専用の測

定機器であるLoopampリアルタイム濁度測定装置が必

要であるが，多くの地方衛生研究所においてはSARS

対策用としてすでに整備されており，新規にこの検査

法を導入しても機器購入の必要はない。

一方，RT-LAMP法は，増幅産物を詳細な遺伝子解

析に使用できない欠点があり，検出感度も考慮した場

1
2

1
10

3  10 2 
4  10 3 
5  10 4 
6  10 5 
7  10 6 

表４．風疹ウイルスの RT-LAMP 法 と RT-PCR 法による 
　　　検出感度の比較 

1st nested
RT-PCR＊ Sample No. 希釈 供試ウイルス量 

(PFU) RT-LAMP

＋ 
＋ 

≧0.12 ＋ 
≧0.012

≧12
≧1.2

＋ 
≧0.0012 － 
≧0.00012 － 
≧0.000012 － 

－ 
－ 
－ 
－ 
－ 
－ 
－ 

＋ 
＋ 
－ 
－ 
－ 
－ 
－ 

増幅に供し得たウイルスRNA量は、RT-LAMP ５μｌ に対し、RT-PCR 0.75μｌ 

表３．麻しんウイルスの RT-LAMP 法と RT-PCR 法による 
　　　検出感度の比較 
 

1st nested
RT-PCR＊ 

Sample No. 希釈 供試ウイルス量 
(CCID50)

RT-LAMP

1 ＋ 
2

1
10 ＋ 

3  10 2 ≧1.1
≧11
≧110

＋ ＋ｗ ＋ 
4  10 3 ≧0.11 ＋ ＋ 

＋ 
＋ 

5  10 4 ≧0.011 － 
6  10 5 ≧0.0011 － 
7  10 6 ≧0.00011 － 

＋ 
＋ 

＋ 
＋ 

－ 
－ 

－ 
－ － 

＊増幅に供し得たウイルスRNA量は、RT-LAMP、RT-PCR ともに５μｌ 
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RT-LAMP法 

（麻しん・風疹共通） 

155分 

RT-PCR法 

（麻しんウイルス） 

665分 

RT-PCR法 

（風疹ウイルス） 

490分 

前
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60分 
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転
写
35
分 

RT-LLAMP法 
75 分 

逆転写 
60分 

泳動 
50分 

泳動 
50分 

図１．RT-LAMP 法とRT-PCR 法の検査所要時間比較 

1st  PCR 
250分 

1st  PCR 
150分 

nested-PCR 
250分 

nested-PCR 
150分 



合，現時点では二者択一ではなく，RT-PCR法との使

い分けが効果的と考えられる。すなわち，ウイルス排

出量が多いと考えられる有熱期の患者等の迅速診断に

RT-LAMP法を用い，陽性であれば速やかに報告する

とともにRT-PCR法を実施して詳細な解析を行う。麻

しんウイルスの場合は，RT-LAMP法陰性の場合も

RT-PCR法を行ってウイルスの有無を確認する必要が

ある。

５　まとめ

盧　RT-LAMP法の検出感度は，麻しんウイルスでは

nested RT-PCR法より低く，風疹ウイルスでは

nested RT-PCR法より高かった。

盪　検査所用時間は，RT-LAMP法はRT-PCR法の1/4

～1/3であり，迅速性に優れ，増幅条件が同一であ

ることから麻しん・風疹両ウイルスの同時検索も可

能であった。

蘯　RT-LAMP法は，増幅産物が遺伝子解析に使用で

きない欠点はあるが，迅速・簡便であり，RT-PCR

法と適切に組み合わせることで，患者の迅速な鑑別

診断と病原体スクリーニングがより効率的に実施で

きる。

本研究は，平成19年度厚生労働科学研究費補助金

（新興・再興感染症研究事業）により

行われた。
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