
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】皮膚生検や採血などによる痛みや出血を伴う侵襲的プロセスを経ることなく、潜
伏感染関連遺伝子産物を検出することによるウイルス潜伏感染の検査方法を提供すること
を課題とする。さらには、上記ウイルス潜伏感染の検査に使用する検査用キットを提供す
ることを課題とする。
【解決手段】病変部における痂皮や鱗屑にはウイルス感染細胞が多く含まれ、乾固壊死の
状態であることから、痂皮および／または鱗屑を採取して検査用検体とし、該検査用検体
中に含有可能性のある潜伏感染関連遺伝子産物を検出することによる。検査用キットとし
て、 (1)ウイルス潜伏感染関連遺伝子産物の逆転写用アンチセンスオリゴヌクレオチド、 (
2)ウイルス潜伏感染関連遺伝子産物増幅用プライマーセット、および (3)ハウスキーピン
グ遺伝子増幅用プライマーセットを含む。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 採 取 し て 検 査 用 検 体 と し 、 該 検 査 用 検 体 中 に 含 有
可 能 性 の あ る 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検
査 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 検 査 方 法 ：
１ ） 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 採 取 し 、 検 査 用 検 体 と す る 工 程 ；
２ ） 検 査 用 検 体 か ら ウ イ ル ス の 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 で あ る RNAま た は DNAを 抽 出 す る 工
程 ；
３ ） 抽 出 さ れ た RNAま た は DNAを 基 に し て 、 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 ；
４ ） 増 幅 し た 核 酸 か ら ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ 】
ウ イ ル ス が 、 EBウ イ ル ス （ Epstein-Barr virus） ま た は KSHV（ Kaposi's sarcoma-associa
ted herpesvirus） で あ る 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 検 査 方 法
【 請 求 項 ４ 】
ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 が 、 感 染 細 胞 の 核 内 ま た は 細 胞 質 に 存 在 し う る RNA若 し
く は DNAで あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
感 染 細 胞 の 核 内 ま た は 細 胞 質 に 存 在 し う る RNAが 、 EBウ イ ル ス 由 来 の EBERお よ び ／ ま た は B
ARTs(BARFO)で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
核 酸 を 増 幅 す る 工 程 が 、 EBER由 来 核 酸 お よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 由 来 核 酸 を 同 時 に 増 幅
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
核 酸 を 増 幅 す る 工 程 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ン リ ア ク シ ョ ン （ PCR） 操 作 に よ る も の で あ
り 、 PCR操 作 用 の cDNA混 合 溶 液 25μ l当 た り に 、 MgCl 2 が 最 終 濃 度 1.5± 0.2mM含 ま れ て い る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
PCR操 作 に お い て 、 ア ニ ー リ ン グ を 62± 2℃ の 範 囲 で 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ に 記 載
の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
少 な く と も 以 下 の １ ） ～ ３ ） を 含 む 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 に 記 載 の 検 査 方 法 に 使 用 す
る 検 査 用 キ ッ ト ：
１ ） ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 の 逆 転 写 用 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ；
３ ） ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 １ ） ～ ３ ） に 含 ま れ る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー セ
ッ ト が 、 以 下 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 検 査 用 キ ッ ト ：
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ お よ び １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ る EBER増
幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ；
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ お よ び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ る β 2-ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 ウ イ ル ス の 潜 伏 感 染 に よ っ て 生 じ る 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 を 検 出 す る こ と に よ る ウ イ
ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 （ か さ ぶ た ） や 鱗 屑 中
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に 存 在 し う る ウ イ ル ス の 潜 伏 感 染 に よ っ て 生 じ る 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 を 検 出 す る こ と
に よ る ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 に 関 す る 。 さ ら に は 、 こ れ ら の 検 査 方 法 に 使 用 す る 検
査 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 の Epstein-Barr virus（ 以 下 単 に 、 「 EBウ イ ル ス 」 と い う 。 ） は 、
約 40年 前 に バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 と い う ア フ リ カ の 小 児 に 多 く み ら れ る 腫 瘍 か ら 発 見 さ れ た
。 EBウ イ ル ス は 一 般 に は 唾 液 を 介 し て 感 染 し 、 ヒ ト の リ ン パ 球 の 一 つ で あ る B細 胞 を 主 な
標 的 と し て 感 染 し 、 そ の 後 体 内 に 潜 伏 持 続 感 染 す る 。 EBウ イ ル ス が B細 胞 に 初 感 染 し 、 発
熱 や 肝 脾 腫 な ど の 症 状 が あ ら わ れ た 場 合 を 伝 染 性 単 核 球 症 と い う 。 し か し 、 免 疫 系 の 発 達
が 未 熟 な 乳 幼 児 期 で の 初 感 染 は ほ と ん ど が 感 染 し て も 無 症 状 で （ 不 顕 性 感 染 ） 、 伝 染 性 単
核 球 症 と 診 断 さ れ る の は 、 乳 幼 児 の 一 部 や 青 壮 年 で の 初 感 染 の 場 合 が 多 く を 占 め る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 EBウ イ ル ス が 原 因 と な る 代 表 的 な 疾 患 と し て 、 急 性 の 感 染 症 で は 伝 染 性 単 核 球 症 や EBウ
イ ル ス 関 連 血 球 貪 食 症 候 群 、 悪 性 の 疾 患 で は バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 や 上 咽 頭 癌 、 胃 癌 な ど が
あ る 。 さ ら に 、 慢 性 活 動 性 EBウ イ ル ス 感 染 症 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 慢 性 活 動 性 EBウ イ ル ス 感 染 症 は 、 大 部 分 が B細 胞 以 外 の T細 胞 や NK細 胞 に EBウ イ ル ス が 感
染 し 発 症 す る 。 症 状 と し て 、 発 熱 、 肝 腫 、 脾 腫 、 リ ン パ 節 腫 脹 な ど が 挙 げ ら れ 、 EBウ イ ル
ス が NK細 胞 に 感 染 し た 場 合 に は 蚊 刺 過 敏 症 （ 蚊 ア レ ル ギ ー ） の 症 状 を 持 っ て い る 場 合 が あ
る 。 蚊 刺 過 敏 症 の 症 状 と し て 、 重 症 で 発 熱 を 伴 い 、 蚊 刺 部 の 発 赤 、 腫 脹 は 10～ 20cm以 上 に
拡 大 し 、 水 疱 形 成 に 引 き 続 き 1～ 2cmの 潰 瘍 を 形 成 す る 。 吸 収 不 全 を 伴 う 慢 性 下 痢 、 間 質 性
肺 炎 、 心 筋 炎 、 冠 動 脈 瘤 な ど の 心 血 管 障 害 、 葡 萄 膜 炎 、 脳 炎 、 脊 髄 炎 、 末 梢 神 経 炎 な ど の
神 経 症 状 な ど が 比 較 的 高 頻 度 に 観 察 さ れ る 。 予 後 は き わ め て 不 良 で 、 数 年 後 に は 最 終 的 に
心 不 全 、 肝 不 全 、 腎 不 全 な ど の 多 臓 器 不 全 や 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 白 血 病 な ど 悪 性 疾 患 を 患 う
場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ウ イ ル ス の 検 出 方 法 は 種 々 検 討 さ れ て お り 、 多 く の 報 告 が あ る 。 生 体 液 （ 血 液 、 唾 液 等
） や 組 織 ま た は 細 胞 か ら ウ イ ル ス を 分 離 し て 同 定 す る 方 法 や 、 血 清 中 の ウ イ ル ス カ プ シ ド
抗 原 （ VCA） ま た は 核 内 抗 原 な ど を 測 定 す る 免 疫 学 的 な 方 法 が あ っ た 。 し か し 、 ウ イ ル ス
を 分 離 す る 診 断 で は 結 果 を 得 る ま で に 時 間 が か か り 、 免 疫 学 的 方 法 で は 抗 体 非 特 異 反 応 が
起 き た り 、 高 感 度 が 得 ら れ な い な ど の 問 題 が あ っ た 。
　 そ の 後 、 患 者 の 組 織 や 生 体 検 体 中 の ウ イ ル ス を 直 接 検 出 す る 方 法 と し て 、 例 え ば EBウ イ
ル ス に つ い て 、 検 体 中 に 存 在 す る ウ イ ル ス 抗 原 を 蛍 光 な ど で 標 識 し た 抗 体 と 反 応 さ せ て 検
出 す る 方 法 や 、 皮 膚 生 検 を 施 行 し て 得 ら れ た 組 織 か ら DNAを 抽 出 し て 増 幅 す る PCR法 （ 特 許
文 献 １ ） 、 リ ア ル タ イ ム PCR法 （ 特 許 文 献 ２ ） 、 RNAか ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 調 製 し
た も の に つ い て DNAを 増 幅 す る RT-PCR法 な ど の 核 酸 増 幅 方 法 に よ り 検 出 す る 方 法 が 報 告 さ
れ て い る 。 ま た 、 皮 膚 切 片 に お い て EBウ イ ル ス 関 連 産 物 を in situ hybridization法 で 検
出 す る 方 法 （ 特 許 文 献 ３ ） 、 細 胞 内 EBウ イ ル ス の 断 片 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 で 検 出 す る 方 法
な ど が 報 告 さ れ て い る 。 そ の 他 、 核 酸 増 幅 法 や in situ hybridization法 に 適 用 可 能 な EB
ウ イ ル ス 検 出 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て も 報 告 が あ る （ 特 許 文 献 ４ ） 。
　 上 記 、 い ず れ の 場 合 も 皮 膚 生 検 や 採 血 な ど の 、 痛 み や 出 血 を 伴 う 侵 襲 的 プ ロ セ ス に よ り
検 体 を 採 取 し な く て は な ら ず 、 と り わ け 小 児 の 患 者 に は 検 査 に お け る 苦 痛 が 大 き か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 許 第 3360737号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 11-137300号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 2003-24077号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 表 2002-505122号 公 報 、
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 皮 膚 生 検 や 採 血 な ど に よ る 痛 み や 出 血 を 伴 う 侵 襲 的 プ ロ セ ス を 経 る こ と な く
、 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 を 検 出 す る ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題
と す る 。 さ ら に は 、 上 記 ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 に 使 用 す る 検 査 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と
を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 病 変 部 に お け る 痂 皮
や 鱗 屑 に は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 多 く 含 ま れ 、 乾 固 壊 死 の 状 態 で あ る こ と に 着 目 し 、 痂 皮 や
鱗 屑 を 採 取 し て 検 査 用 検 体 と す る と 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 内 の 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 な ど
が 安 定 な 状 態 で 抽 出 可 能 で あ る こ と を 確 認 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 以 下 よ り な る 。
１ ． 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 採 取 し て 検 査 用 検 体 と し 、 該 検 査 用 検 体 中 に
含 有 可 能 性 の あ る 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ウ イ ル ス 潜 伏 感 染
の 検 査 方 法 。
２ ． 以 下 の 工 程 を 含 む 前 項 １ に 記 載 の 検 査 方 法 ：
１ ） 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 採 取 し 、 検 査 用 検 体 と す る 工 程 ；
２ ） 検 査 用 検 体 か ら ウ イ ル ス の 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 で あ る RNAま た は DNAを 抽 出 す る 工
程 ；
３ ） 抽 出 さ れ た RNAま た は DNAを 基 に し て 、 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 ；
４ ） 増 幅 し た 核 酸 か ら ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 を 検 出 す る 工 程 。
３ ． ウ イ ル ス が 、 EBウ イ ル ス （ Epstein-Barr virus） ま た は KSHV（ Kaposi's sarcoma-ass
ociated herpesvirus） で あ る 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 検 査 方 法
４ ． ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 が 、 感 染 細 胞 の 核 内 ま た は 細 胞 質 に 存 在 し う る RNA
若 し く は DNAで あ る 前 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 に 記 載 の 検 査 方 法 。
５ ． 感 染 細 胞 の 核 内 ま た は 細 胞 質 に 存 在 し う る RNAが 、 EBウ イ ル ス 由 来 の EBERお よ び ／ ま
た は BARTs(BARFO)で あ る 前 項 ４ に 記 載 の 検 査 方 法 。
６ ． 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 が 、 EBER由 来 核 酸 お よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 由 来 核 酸 を 同 時 に
増 幅 す る 工 程 を 含 む 、 前 項 ２ に 記 載 の 検 査 方 法 。
７ ． 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ン リ ア ク シ ョ ン （ PCR） 操 作 に よ る も の
で あ り 、 PCR操 作 用 の cDNA混 合 溶 液 25μ l当 た り に 、 MgCl 2 が 最 終 濃 度 1.5± 0.2mM含 ま れ て
い る こ と を 特 徴 と す る 前 項 ６ に 記 載 の 検 査 方 法 。
８ ． PCR操 作 に お い て 、 ア ニ ー リ ン グ を 62± 2℃ の 範 囲 で 行 う こ と を 特 徴 と す る 前 項 ７ に 記
載 の 検 査 方 法 。
９ ． 少 な く と も 以 下 の １ ） ～ ３ ） を 含 む 前 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 に 記 載 の 検 査 方 法 に 使 用
す る 検 査 用 キ ッ ト ：
１ ） ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 の 逆 転 写 用 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ；
３ ） ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
１ ０ ． 前 記 １ ） ～ ３ ） に 含 ま れ る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は プ ラ イ
マ ー セ ッ ト が 、 以 下 で あ る 前 項 ９ に 記 載 の 検 査 用 キ ッ ト ：
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ お よ び １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ る EBER増
幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ；
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ お よ び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ る β 2-ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 病 変 部 に お け る 痂 皮 や 鱗 屑 を 採 取 し て 検 査 用 検 体 と す る 方 法 に よ る と 、 痛 み や
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侵 襲 を 伴 わ な い で 検 査 用 検 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。 特 に 、 種 痘 様 水 疱 症 、 蚊 刺 過 敏 症
や 慢 性 活 動 性 EBウ イ ル ス 感 染 症 な ど の EBウ イ ル ス 潜 伏 感 染 に よ る 疾 患 は 小 児 に 多 く 、 痛 み
や 侵 襲 を 伴 う 臨 床 検 査 は 極 力 避 け た い が 、 本 発 明 の 方 法 に よ る と 、 患 者 の 痛 み な ど に 伴 う
負 担 を 軽 減 化 し て 、 家 庭 で も 容 易 に 検 査 用 検 体 を 採 取 し 、 容 易 に 検 査 機 関 に 輸 送 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 痂 皮 や 鱗 屑 中 の 細 胞 は 、 乾 固 壊 死 の 状 態 で あ る た め 、 細 胞 中 に 含 有 さ れ
る RNAな ど は 、 分 解 さ れ る こ と な く 安 定 し た 状 態 で 保 存 さ れ て い る 。 そ の た め 、 上 記 方 法
に よ り 採 取 し た 検 査 用 検 体 に 含 有 可 能 性 の あ る 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 は 、 検 査 機 関 に お
い て も 、 安 定 し た 状 態 で 確 保 す る こ と が で き る 。 特 に 、 病 変 部 痂 皮 に は ウ イ ル ス 感 染 細 胞
が 多 く 含 ま れ 、 乾 固 壊 死 の 状 態 で あ る こ と か ら 、 核 内 に 多 量 に 存 在 す る ウ イ ル ス 関 連 RNA
だ け で な く 、 宿 主 mRNAの 抽 出 が 可 能 で あ り 、 感 度 お よ び 特 異 性 の 高 い 検 査 方 法 を 提 供 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 の 検 査 方 法 に よ り 、 例 え ば EBER1を 検 出 す る こ と が で き れ ば 、 EBウ
イ ル ス に 潜 伏 感 染 し て い た こ と が 証 明 さ れ 、 患 者 の 治 療 計 画 を 立 て る に 当 た り 、 大 変 有 用
で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 は 、 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 採 取
し 、 検 査 用 検 体 と す る 工 程 を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 を 行 う た め の ウ イ ル ス は 、 潜 伏 感 染 を 起 こ し う る ウ イ
ル ス で あ れ ば よ く 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 は 、 ヒ ト の
た め の 検 査 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 特 に 好 適 に は ヒ ト の 検 査 負 担 を 軽 減 化 す る こ と
に 意 義 が あ り 、 そ の 意 味 で は ヒ ト に 感 染 し う る ウ イ ル ス の 検 査 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ヒ ト に 感 染 す る ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス と し て ８ 種 類 知 ら れ て い る が 、 こ れ ら の う ち 、 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ２ 型 、 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス の ３ 種 類 は 、 感
染 し て 皮 膚 に 水 疱 を 形 成 す る 。 EBウ イ ル ス （ Epstein-Barr virus） は 伝 染 性 単 核 球 症 を 起
こ し 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス は 、 新 生 児 や 免 疫 機 能 の 低 下 し た 人 に 重 度 の 感 染 症 を 引 き 起
こ す が 、 免 疫 機 能 が 正 常 な ヒ ト の 場 合 は 、 伝 染 性 単 核 球 症 に 似 た 症 状 を 引 き 起 こ す 。 ヒ ト
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ６ 型 と ７ 型 は 、 突 発 性 発 疹 と し て 知 ら れ て い る 小 児 の 病 気 を 引 き 起 こ す
。 ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ８ 型 で あ る KSHV（ Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus, 
カ ポ ジ 肉 腫 関 連 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ） は 、 エ イ ズ 患 者 に 発 症 す る カ ポ ジ 肉 腫 と い う 癌 と の 関
連 が 示 唆 さ れ る 。
　 本 発 明 に お け る ウ イ ル ス と し て 、 特 に 好 適 に は 、 具 体 的 に は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が 例 示 さ
れ 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の う ち で も 、 潜 伏 感 染 が 特 に 問 題 と な り う る EBウ イ ル ス ま た は KSHV
に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 で は 、 例 え ば 皮 膚 や 粘 膜 に 水 疱 が で き 、 該 水 疱 は 自 然 に つ ぶ れ 、 数 日 で 痂
皮 に な り 治 癒 す る と い う 経 過 を た ど る 場 合 が あ る 。 ま た 、 蚊 過 敏 症 （ 蚊 ア レ ル ギ ー ） は 、
蚊 刺 に よ り 局 所 反 応 が 強 く 、 水 疱 形 成 や 壊 死 、 潰 瘍 形 成 な ど が 見 ら れ る と と も に 、 発 熱 や
肝 脾 腫 、 リ ン パ 節 腫 大 な ど の 全 身 反 応 を 伴 う も の で 、 こ の よ う な 患 者 に お い て も 水 疱 形 成
後 、 痂 皮 を 生 じ る 場 合 が あ る 。 と り わ け 、 蚊 過 敏 症 の 症 状 が あ る 場 合 に 、 慢 性 活 動 性 EBウ
イ ル ス 感 染 症 で あ る か 否 か を 検 査 す る こ と は 、 そ の 後 の 治 療 計 画 の た め に も 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ウ イ ル ス は 、 細 胞 に 侵 入 し て 感 染 す る と 、 感 染 細 胞 内 で ウ イ ル ス 自 身 の RNAや DNAを 放 出
し 、 ウ イ ル ス を 複 製 す る 。 感 染 細 胞 は ウ イ ル ス の RNAや DNAに 支 配 さ れ る た め 、 通 常 は 死 に
至 る が 、 細 胞 が 死 ぬ 前 に 新 し く 複 製 し た ウ イ ル ス が 放 出 さ れ 、 他 の 細 胞 に 感 染 し 、 伝 播 す
る 。 ウ イ ル ス の 中 に は 、 細 胞 を 殺 さ ず に そ の 機 能 を 変 え 、 正 常 な 細 胞 分 裂 を 制 御 不 能 に し
て 癌 化 さ せ て し ま う も の や 、 DNAや RNAを 宿 主 の 細 胞 の 中 に 潜 ま せ て 休 眠 状 態 に し （ 潜 伏 感
染 ） 、 細 胞 が 障 害 を 受 け る と 再 び 増 殖 を 始 め る 性 質 を 有 す る も の が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 潜 伏 感 染 に お い て 、 宿 主 の 免 疫 反 応 が 保 た れ て い る 状 態 で は 、 EBウ イ ル ス が ウ イ ル ス 抗
原 の 発 現 を 制 限 し 、 最 低 限 の 機 能 分 子 を 発 現 す る こ と で 潜 伏 感 染 状 態 を 維 持 し 、 あ た か も
宿 主 の 免 疫 反 応 を 回 避 す る か の よ う な 感 染 様 式 を と る （ 日 本 医 事 新 報 , No.4136, p.33-36
 (2003)） 。 潜 伏 感 染 特 有 の エ ピ ゾ ー ム 状 ゲ ノ ム か ら 発 現 し て い る ウ イ ル ス 遺 伝 子 産 物 は
非 常 に 限 ら れ て い る 。 例 え ば 、 EBウ イ ル ス の 場 合 、 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 と し て EBNA-1
, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LPや 、 LMP-1, LMP-2A, LMP-2Bな ど の タ ン
パ ク 質 が 特 定 さ れ る 。 ま た 、 EB virus-encoded small RNAで あ る EBERや 、 BARTs(BARFO)な
ど も 、 潜 伏 感 染 時 関 連 遺 伝 子 産 物 と し て 特 定 さ れ る 。 そ の 他 、 感 染 細 胞 の 細 胞 質 内 に 存 在
し う る ウ イ ル ス 由 来 の mRNAも 、 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 と し て 特 定 す る こ と が で き る 。 EB
ウ イ ル ス の 潜 伏 感 染 は 、 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 有 無 に よ り 、 Latency I, II, IIIの ３ 種
の 様 式 に 分 類 さ れ る 。 一 方 、 EBERや BARFOな ど の RNAは 、 い ず れ の 潜 伏 感 染 様 式 に お い て も
核 も し く は 細 胞 質 に 認 め ら れ る 。 EBERと し て EBER1お よ び EBER2が 知 ら れ て い る が 、 例 え ば
EBER1は 感 染 細 胞 の 核 に 10 6 ～ 10 7 コ ピ ー ／ 細 胞 と 、 大 量 に 存 在 す る 。 本 発 明 に お い て 、 潜
伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 は 上 記 の い ず れ の 遺 伝 子 産 物 で あ っ て も よ い が 、 好 適 に は EBERや BA
RFOな ど 核 も し く は 細 胞 質 に 存 在 し う る RNAで あ り 、 よ り 好 適 に は 核 に 存 在 し う る EBER1で
あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に お け る 、 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 は 、 ウ イ ル ス 感 染 に お い て 直 接
的 に 形 成 さ れ た も の に 限 定 さ れ ず 、 上 記 蚊 過 敏 症 等 の よ う に 、 間 接 的 に ウ イ ル ス 感 染 に 起
因 す る こ と が 考 え ら れ る 全 て の 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を い う 。 こ こ に お い て 痂 皮 と は 、
当 業 者 が 一 般 的 に 使 用 す る 意 味 で 用 い ら れ 、 び ら ん ま た は 潰 瘍 面 を 覆 う 乾 固 し た 浸 出 液 、
分 泌 物 、 血 液 、 壊 死 組 織 な ど を い う 。 ま た 、 鱗 屑 も 当 業 者 が 一 般 的 に 使 用 す る 意 味 で 用 い
ら れ 、 表 皮 の 角 質 が 肥 厚 し 、 剥 離 し た も の な ど を い う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 痂 皮 や 鱗 屑 を 採 取 す る 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 皮 膚 に 生
じ た 痂 皮 や 鱗 屑 に 、 粘 着 部 材 の 粘 着 面 を 押 し 当 て た の ち 、 皮 膚 か ら 粘 着 部 材 を 剥 が し て 、
粘 着 面 に 痂 皮 や 鱗 屑 の 断 片 を 捕 捉 す る こ と に よ り 採 取 す る こ と が で き る 。 ま た 、 皮 膚 に 生
じ た 痂 皮 や 鱗 屑 の 断 片 を 、 ピ ン セ ッ ト な ど の 器 具 を 用 い た り 、 直 接 手 や 爪 な ど で 剥 が し て
採 取 す る こ と が で き る 。 上 記 の 方 法 に よ り 、 検 査 機 関 が 近 隣 し て な い 場 所 、 例 え ば 家 庭 、
学 校 、 職 場 、 病 室 な ど で 検 体 を 採 取 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 粘 着 部 材 と は 粘 着 性 を 有 す る 部 材 で あ れ ば 良 く 、 特 に 限 定 さ れ な い が
、 例 え ば 粘 着 シ ー ト や 粘 着 テ ー プ な ど が 例 示 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 セ ロ ハ ン テ ー プ 、 サ ー
ジ カ ル テ ー プ な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 本 発 明 の 皮 膚 に 生
じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 取 得 し う る 粘 着 部 材 で あ れ ば 良 い 。 採 取 し た 検 査 用 検 体 は
、 例 え ば 粘 着 部 材 を 二 つ 折 り に し た り 、 保 護 用 シ ー ト で 粘 着 剤 層 を 覆 う な ど す る こ と に よ
り 密 封 し 、 検 体 が 外 部 に 漏 れ る こ と の な い よ う に 、 例 え ば 専 用 袋 な ど に 入 れ て 検 査 機 関 な
ど に 送 付 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 ピ ン セ ッ ト や 手 な ど で 剥 が し た 断 片 も 、 専 用 袋 な ど に 入 れ て 検 査 機 関 な ど に 送 付
す る こ と が で き る 。 採 取 し た 検 査 用 検 体 は 、 乾 燥 し た 状 態 で 保 存 、 送 付 さ れ る の が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 痂 皮 や 鱗 屑 中 の 細 胞 は 、 乾 固 壊 死 の 状 態 で あ る た め 、 細 胞 中 に 含 有 さ れ る RNAな ど は 、
分 解 さ れ る こ と な く 安 定 し た 状 態 で 保 存 さ れ て い る 。 そ の た め 、 上 記 方 法 に よ り 採 取 し た
検 査 用 検 体 に 含 有 可 能 性 の あ る 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 は 、 検 査 機 関 に お い て も 、 安 定 し
た 状 態 で 確 保 す る こ と が で き る 。 特 に 、 病 変 部 痂 皮 に は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 多 く 含 ま れ 、
乾 固 壊 死 の 状 態 で あ る こ と か ら 、 核 内 に 多 量 に 存 在 す る ウ イ ル ス 関 連 RNAだ け で な く 、 宿
主 mRNAの 抽 出 が 可 能 で あ り 、 感 度 お よ び 特 異 性 の 高 い 検 査 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 本 発 明 の ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 は 、 １ ） 皮 膚 に 生 じ た 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を
採 取 し 、 検 査 用 検 体 と す る 工 程 に 加 え 、 さ ら に 次 の 工 程 を 含 む 方 法 に よ る ：
２ ） 検 査 用 検 体 か ら ウ イ ル ス の 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 で あ る RNAま た は DNAを 抽 出 す る 工
程 ；
３ ） 抽 出 さ れ た RNAま た は DNAを 基 に し て 、 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 ；
４ ） 増 幅 し た 核 酸 か ら ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 検 査 用 検 体 を 、 例 え ば ピ ン セ ッ ト な ど を 用 い て 粘 着 部 材 か ら 分 離 し 、 ま た は 検 体 保 存 用
袋 か ら 取 り 出 し 、 核 酸 抽 出 用 の チ ュ ー ブ に 入 れ 、 核 酸 を 抽 出 す る 。 検 査 用 検 体 か ら 核 酸 を
抽 出 す る 方 法 は 、 自 体 公 知 の 方 法 に よ る こ と が で き る 。 例 え ば 遺 伝 子 工 学 実 験 ノ ー ト 下 （
羊 土 社 ） 等 に 教 科 書 的 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ り 抽 出 こ と が で き る し 、 市 販 の RNA、 DNA
抽 出 用 キ ッ ト を 用 い て 抽 出 し て も 良 い 。 ま た 、 今 後 開 発 さ れ る 核 酸 の あ ら ゆ る 抽 出 方 法 を
適 用 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 抽 出 さ れ た RNAま た は DNAを 基 に し て 、 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で き
る 。 核 酸 増 幅 の 方 法 は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ン リ ア ク シ ョ ン 法 （ PCR法 、 Science, 
230:1350-1354,1985)や NASBA法 （ Nucleic Acid Sequence Based Amplification 法 、 Natu
re, 350,91-92,1991） お よ び LAMP法 （ 特 開 2001-242169号 公 報 ） 等 に よ り 行 う こ と が で き
る 。 よ り 好 適 に は 、 PCR法 を 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 EBウ イ ル ス 感 染 を 例 示 し て 説 明 す る 。 病 変 部 痂 皮 に は EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 多 く 含 ま れ
る 。 病 変 部 痂 皮 は 乾 固 壊 死 の 状 態 で あ る こ と か ら 、 病 変 部 痂 皮 細 胞 の 核 内 に 多 量 に 存 在 す
る ウ イ ル ス 関 連 RNAだ け で な く 、 宿 主 mRNAの 抽 出 も 可 能 で あ る 。 検 査 の 感 度 と 特 異 性 を 高
め る た め に 、 EBウ イ ル ス 潜 伏 感 染 時 に 多 量 に 産 生 さ れ る EBERを タ ー ゲ ッ ト に し た RT-PCR法
を 用 い て 、 EBウ イ ル ス 由 来 の 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ウ イ ル ス RNAか ら cDNAを 作 製 す る た め の プ ラ イ マ ー や 逆 転 写 酵 素 は 、 自 体 公 知 の も の を
使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 例 え ば EBウ イ ル ス 由 来 の EBER1は 167塩 基 か ら な る 小 さ い RN
Aで あ る た め 、 普 通 の 逆 転 写 法 で は ほ と ん ど cDNAを 作 る こ と が で き な い 。 こ の よ う な 場 合
は 、 EBER1の ア ン チ セ ン ス 側 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 を 行 う こ と に よ り 効 率 よ く cDNA
が 形 成 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ご く 少 数 の EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 認 め ら れ て い る 場 合 で も PCR
法 に よ り 感 染 細 胞 の 証 明 が で き る 。 こ の よ う に 、 増 幅 す る 基 の 核 酸 が RNAの 場 合 は 、 自 体
公 知 の 方 法 に よ り cDNAを 調 製 し て 、 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 核 酸 を 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー や 、 検 出 の た め に 使 用 す る プ ロ ー ブ な ど も
、 所 望 の ウ イ ル ス の 所 望 の 検 出 部 位 に 応 じ て 、 自 体 公 知 の も の を 適 宜 適 用 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 EBウ イ ル ス の 核 酸 の 増 幅 と 検 出 の た め に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ な
ど は 、 具 体 的 に は 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 ４ 、 特 開 2005-58218号 公 報 な ど に 記 載 の も の を 用
い る こ と が で き 、 核 酸 増 幅 方 法 や 検 出 方 法 等 も こ れ ら に 記 載 の 方 法 を 参 照 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 の 検 査 方 法 お よ び 検 査 用 キ ッ ト に も お よ ぶ 。
　 本 発 明 の ウ イ ル ス 検 査 用 キ ッ ト は 、 少 な く と も １ ） ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 の
逆 転 写 用 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ２ ） ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 増 幅 用
プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 お よ び ３ ） ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 含 ん で
い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ２ ） 配 列 表 の 配 列
番 号 ２ お よ び １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ る EBER増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ
ッ ト 、 ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ お よ び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ る
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β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 増 幅 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 を 含 む キ ッ ト が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と し て β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が 好 適 で あ る の
は 、 EBウ イ ル ス の EBERの 増 幅 条 件 と 全 く 同 じ 条 件 で PCRに よ る 増 幅 が 可 能 だ か ら で あ る 。
特 に 、 PCR操 作 用 の EBER由 来 cDNAお よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 由 来 cDNAの 混 合 溶 液 25μ l当
た り に 、 MgCl 2 が 最 終 濃 度 1.5± 0.2mM含 ま れ て い る こ と が 特 徴 的 で あ り 、 さ ら に PCR工 程 で
ア ニ ー リ ン グ が 62± 2℃ の 範 囲 を 設 定 し て い る こ と が 特 徴 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 検 査 用 キ ッ ト に は 、 皮 膚 表 面 の 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 採 取 す る た め の 粘 着 部
材 や 、 検 査 用 検 体 保 存 袋 な ど を 含 め て も 良 い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と
は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ 実 施 例 １ ）
＜ RNA抽 出 ＞
１ ． 皮 膚 表 面 か ら 、 セ ロ ハ ン テ ー プ に 痂 皮 (crust)を 採 取 し 、 セ ロ ハ ン テ ー プ を 二 つ 折 り
に し て 痂 皮 を 密 閉 保 存 し た 。
２ ． セ ロ ハ ン テ ー プ で 密 閉 保 存 し た 痂 皮 (crust)を ピ ン セ ッ ト な ど で 核 酸 抽 出 用 チ ュ ー ブ
に 採 り 、 TRIzol（ GIBCO社 ） 1mlを 加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 細 胞 を 融 解 さ せ た 。
３ ． 常 温 で 5分 間 放 置 し た の ち 、 ク ロ ロ ホ ル ム 200μ 1を 加 え 、 15秒 間 激 し く 振 盪 し た 。
４ ． 2～ 3分 間 室 温 で 放 置 し た の ち 、 4℃ 、 12,000gで 15分 間 遠 心 し た 。
５ ． グ リ コ ー ゲ ン （ 濃 度 20μ g/μ l） 1μ lを 加 え た 新 し い チ ュ ー ブ に 、 上 記 遠 心 後 の 透 明
な 上 層 を 600μ l採 取 し 、 等 容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え て 攪 拌 し た 。
６ ． 室 温 で 10分 間 放 置 し 、 RNAを 抽 出 し 、 4℃ 、 12,000gで 10分 間 遠 心 し た 。
７ ． 上 清 を 廃 棄 し 、 沈 殿 に よ り 得 た RNAペ レ ッ ト に 75％ エ タ ノ ー ル 1mlを 加 え 、 軽 く 振 盪 し
、 さ ら に 4℃ 、 10,000gで 5分 間 遠 心 し た 。 再 度 上 清 を 廃 棄 し 、 RNAペ レ ッ ト に 75％ エ タ ノ ー
ル 1mlを 加 え 、 4℃ 、 10,000gで 5分 間 遠 心 し た 。
８ ． 上 清 を 廃 棄 し 、 エ タ ノ ー ル を 乾 燥 さ せ た の ち 、 沈 殿 物 を 蒸 留 水 20μ lに 溶 解 し た 。
９ ． 吸 光 度 計 で RNAの 濃 度 を 測 定 し 、 濃 度 が 0.1μ g/μ lと な る よ う に 蒸 留 水 で 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
＜ 逆 転 写 （ RT） 操 作 ＞
１ ． Random hexamer（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） 19.4μ l(100pmol/μ l)と EBER1ア ン チ セ ン ス プ
ラ イ マ ー 2.59μ l(100pmol/μ l)と 蒸 留 水 78.01μ lを 加 え RT-プ ラ イ マ ー 混 合 液 (primer mix
ture)を 作 成 し た 。
２ ． RNA溶 液 (0.1μ g/μ l)(2μ l)に RT-プ ラ イ マ ー 混 合 液  3.875μ lを 加 え 、 60℃ 10分 間 加
熱 し た の ち 、 氷 冷 し た 。
３ ． 以 下 の 試 薬 を 加 え て 、 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。
　 5× RT緩 衝 液 （ Invitrogen社 製 ） 2μ l　 最 終 50mM Tris(pH8.3), 75mM KCl, 3mM MgCl2
　 100mM　 DTT（ Invitrogen社 製 ）  1μ l　 最 終 10mM
　 10mM　 dNTP（ Invitrogen社 製 ）  0.5μ l　 最 終 0.5mM
　 RNAsin（ Promega社 製 ） 　 　 　 　 0.125μ l　 (5u)
　 MMLV-RT（ Invitrogen社 製 ） 　 　 0.5μ l　 (100u)
４ ． 95℃ で 10分 加 熱 し 、 逆 転 写 酵 素 を 不 活 化 し た 。
５ ． 蒸 留 水 10μ lで 希 釈 し 、 EBER1、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン cDNA混 合 溶 液 （ 濃 度 0.01μ g/μ
l RNA相 当 )を 得 、 保 存 し た 。
６ ． EBER1逆 転 写 用 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　 AS-C1　 　 5'-AAAACATGCGGACCACCAGC-3' （ 配 列 番 号 １ ）
【 ０ ０ ３ ５ 】
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＜ PCR操 作 （ EBER1、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 用 共 通 ） ＞
１ ． プ ラ イ マ ー 混 合 液 の 作 成
　 EBER1、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン そ れ ぞ れ の セ ン ス プ ラ イ マ ー (100pmol/μ l) 5μ l、 ア ン
チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (100pmol/μ l) 5μ lを 混 ぜ 、 合 計 20μ lの プ ラ イ マ ー 混 合 液 を 作 っ た
。
２ ． PCR用 プ ラ イ マ ー
　 EBER1用 ：
　 　 S-C1　 　  5'-AGGACCTACGCTGCCCTAGA-3'（ 配 列 番 号 ２ ）
　 　 AS-C1　 　 5'-AAAACATGCGGACCACCAGC-3' （ 配 列 番 号 １ ）  
　 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 用 ：
　 　 S-B2-MG　 5'-TACATGTCTCGATCCCACTTAACTAT-3' （ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 AS-B2-MG 5'-AGCGTACTCCAAAGATTCAGGTT-3'（ 配 列 番 号 ４ ）
３ ． cDNA混 合 溶 液 5μ lに 次 の 試 薬 を 加 え た 。
　 10× 緩 衝 液 （ Promega社 製 ） 　 　 2.5μ l　 (最 終 20mM Tris(pH8.4), 40mM KCl)
　 25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1.5μ l　 (最 終 1.5mM)
　 2.5mM　 dNTP（ Invitrogen社 製 ） 2μ l (各 々 最 終 200μ M)
　 プ ラ イ マ ー 混 合 液 　 　 　 　 　 　  0.4μ l (各 々 最 終 10pmol)
　 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Promega社 製 ） 0.25μ l (1.25u)
　 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 最 終 量 25μ l
４ ． PCR増 幅 条 件
　 変 性 　 　 　 94℃ 、 45秒
　 ア ニ ー ル 　 62℃ 、 30秒
　 伸 長 　 　 　 72℃ 、 1分 　
　 30サ イ ク ル 　 実 施
【 ０ ０ ３ ６ 】
＜ 確 認 ＞
　 以 下 の 方 法 に よ り 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 流 し て 確 認 し た 。
１ ． 1× TAEバ ッ フ ァ ー (Tris 0.04M, 氷 酢 酸  0.04M, 0.5M EDTA(pH8.0) 0.001M)に ア ガ ロ
ー ス (タ カ ラ バ イ オ 社 製 )が 2%濃 度 に な る よ う に 溶 か し 、 そ の 中 に エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 溶
液 (10mg/ml)を ゲ ル 溶 液 100mlあ た り 1μ lの 割 合 で 加 え て よ く 混 合 し 、 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を
作 成 し た 。
２ ． PCR産 物 5μ lを 6× Loading dye（ TOYOBO社 製 ） 1μ lと 混 和 し 、 各 wellに 注 入 し た 。 100
Vの 電 圧 で 約 30分 電 気 泳 動 し 、 UV発 光 さ せ 、 ゲ ル の バ ン ド の 有 無 の 確 認 を 行 っ た 。 RNAの 抽
出 が で き て い れ ば 、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と し て 295bpの と こ ろ に バ ン ド が 確 認 さ れ る 。
さ ら に EBウ イ ル ス が 存 在 す る と EBER1と し て 166bpの と こ ろ に バ ン ド が 確 認 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
＜ 結 果 ＞
　 図 １ の よ う に Positive control（ EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 株 を 使 用 ） に お い て 、 295bp（ β 2
-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ） と 166bp（ EBER1） の 2つ の バ ン ド が 確 認 さ れ 、 RNAの 抽 出 が で き て い
る こ と が 確 認 さ れ 、 さ ら に EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 存 在 が 証 明 さ れ た 。
　 同 様 に EBウ イ ル ス 関 連 皮 膚 疾 患 症 例 (種 痘 様 水 疱 症 、 NK/T細 胞 リ ン パ 腫 )の 1～ 7の 全 て の
例 に EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 存 在 が 証 明 さ れ た 。
　 一 方 、 EBウ イ ル ス 非 関 連 皮 膚 疾 患 で は 、 A～ Dに お い て EBER1の バ ン ド （ 166bp） が 認 め ら
れ な か っ た た め 、 EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 は 証 明 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 A～ D以 外 の 12症 例 の
EBウ イ ル ス 非 関 連 皮 膚 疾 患 に 対 し て も 同 様 の 方 法 で 検 索 し た 結 果 、 EBウ イ ル ス の 感 染 細 胞
の 証 明 は さ れ な か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の 検 査 方 法 で は 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 検 査 用 検 体 と す
る こ と で 、 EBウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス 潜 伏 感 染 を 検 査 す る こ と が で き る 。 種 痘 様 水 疱 症 、
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蚊 刺 過 敏 症 や 慢 性 活 動 性 EBウ イ ル ス 感 染 症 な ど の EBウ イ ル ス 潜 伏 感 染 に よ っ て 起 き る 疾 患
は 小 児 に 多 く 、 痛 み や 侵 襲 を 伴 う 検 査 用 検 体 の 採 取 は 極 力 さ け た い 。 皮 膚 表 面 の 痂 皮 お よ
び ／ ま た は 鱗 屑 を 家 庭 な ど で 採 取 す る こ と に よ り 、 痛 み や 侵 襲 を 伴 う こ と な く 検 査 用 検 体
を 採 取 す る こ と が で き 、 遠 方 か ら で も 検 査 機 関 に 検 査 用 検 体 を 送 付 す る こ と が で き る 。 痂
皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 は 乾 固 壊 死 し た 細 胞 を 含 む た め 、 EBウ イ ル ス に 潜 伏 感 染 し て い る 場
合 、 該 検 査 用 検 体 に は EBER1な ど の 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 が 多 数 存 在 し 、 安 定 で あ る 。
し た が っ て 、 痂 皮 お よ び ／ ま た は 鱗 屑 を 検 査 用 検 体 と し 、 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 を 含 む 本 発
明 の 検 査 方 法 に よ る と 、 潜 伏 感 染 関 連 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 特 異 性 が 高 く 、 臨 床 検 査 法 と し
て 大 き く 寄 与 す る 。 ま た 、 本 発 明 の 検 査 方 法 に 使 用 す る 検 査 用 キ ッ ト は 大 変 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 図 １ 】 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ る EBウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 確 認 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実
施 例 １ ）
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 1～ 7　 EBウ イ ル ス 関 連 皮 膚 疾 患 症 例
　 A～ D　 EBウ イ ル ス 非 関 連 皮 膚 疾 患 症 例

【 図 １ 】

【 配 列 表 】
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