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Entero virus CODE-HOP 法における Cycle Sequence について 
 

                              ウイルス課 安藤 克幸 

 

１ はじめに 

エンテロウイルス(EV)は、ライノウイルス（一般的なかぜの原因ウイルス）と人の

parechoviruses とともに、picornaviruses（ピコ、または小さな、RNA ウイルス）科に属する。 

人の parechoviruses のタイプ 1 と 2 は以前 echovirus22 と 23 という名称であったが、今は分

類し直されている。すべての EV には抗原的に異なる、広い地理的分布がある。 

EV はおもに呼吸器分泌物と便で排出され、感染した患者の血液と脳脊髄液にも存在する場合

がある。 感染は通常呼吸器分泌物または便の直接接触によって伝搬されるが、汚染された環境

源（例えば、水）によって伝搬されることもある。 

EV は、いろいろな症候群を引き起こすことが知られている。 以下の症候群は、おもに、ほ

とんどの場合 EV に起因する。 

〇流行性胸膜炎 

〇手足口病 

〇ヘルパンギーナ 

〇灰白髄炎 

他の疾患（例えば、無菌性髄膜炎、心筋炎）は、エンテロウイルスか、他の微生物に起因す

る場合がある。 

種々の症候群を引き起こす EV には以下の型のウイルスが含まれる。 

・Coxsackieviruses A1 to A21, A24, and B1 to 6 

・Echoviruses (enteric cytopathic human orphan viruses) 1 to 7, 9, 11 to 21, 24 to 27, 

and 29 to 33 

・Enteroviruses 68 to 71, 73 to 91, and 100 to 101 

・Polioviruses types 1 to 3 

 

このように多様な type が含まれるため、これまでも多くの分析方法が報告されてきている 1

～8)。 

このうち、Nix らにより、すべての血清型のエンテロウイルスのカプシド蛋白質 VP1 コード

領域ゲノムを高感度に増幅する方法（A reverse transcription-seminested PCR (RT-snPCR) 

assay ）が開発された 7)。この中で用いられる CODE-HOP（the consensus degenerate hybrid 

oligonucleotide primer）法では、関連する遺伝子を増幅するために、効率的な混合塩基プラ

イマーが設計される 9)。  

この混合塩基プライマーは、5’側に異なる遺伝子型で高く保存されている塩基部分（キメラ

プライマーのユニバーサル配列）と 3’側に多くの混合塩基を有する部分を（キメラプライマ

ーのターゲット遺伝子特異的配列）プライマーとして含む。 

この CODE-HOP 法では、遺伝子解析によりその遺伝子型が判定されるが、Sequence 結果が解

読できない場合がこれまでも認められている。 

このため、既報（「Chimeric primers を用いた呼吸器系感染症の Multiplex RT-PCR 法」：平

成 25 年所報）で報告のキメラプライマーの原理 Fig1）を活用した Sequence 法について検討し

た。 
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Fig1 キメラ primers の配列、逆転写反応及び PCR 反応 

 

２ 材料および方法 

試薬類： 

 プライマー；通常の方法で作成したオリゴヌクレオチドを合成後、HPLC 精製した。 

 エンテロウイルス RNA；当所で検出し、抽出精製した RNA を用いた。 

 DNA polymerases；AmpliTaq Gold® DNA Polymerase with Buffer II and MgCl2 

 ゲル抽出；FastGene Gel/PCR Extraction Kit 

 Cycle sequence kits ; BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

 Dye Terminator Removal ；FastGene Dye Terminator Removal Kit 

  ポリマー：POP7 

遺伝子増幅：GeneAmp® PCR System9700 

 シーケンサー；ABI XL3130 

方法： 

 (1)プライマー 

 エンテロウイルスは前述の呼吸器分泌物と便中に排泄されるため、呼吸器分泌物を出発材料

としてウイルスに対する感受性の高い細胞を用いて分離するのが一般的である。しかし、分離、

同定に時間を要するため、咽頭ぬぐい液等から直接ウイルス RNA を検出する場合もある。よく

用いられる方法としては VP4-VP2 領域を増幅する方法 4)、VP1 領域を対象としたもので、より

高感度かつ PCR 増幅効率の高い CODE-HOP 法 7)も開発されている。 

 VP4-VP2 領域の増幅に使用される増幅用プライマーについては、混合塩基を用いている Fig2)

が、プライマーOL68-1 では保存領域が中央部分に認められる。 

 
Fig2  VP4-VP2 領域増幅用プライマー(EVP-2,OL68-1,EVP-4) 
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 Fig3 Cycle sequence standard protocoal の比較結果 

 

(2)Cycle sequence の annieling 温度 

 Cycle sequence の annieling 温度を 50℃とした場合と annieling 温度を 60℃とした場合を

比較した結果では、60℃の方がより解析精度が高かった。Fig4) 

 

 
Fig4 Cycle sequence の annieling 温度の比較結果 

 

(3)Incubation program 

Cycle sequence で、通常行う 25cycles 96℃-10sec 50℃-5sec 60℃-4min の条件 Fig5)と BAC 

DNA で推称される 30cycles 95℃-30sec 50～55℃-10sec（60℃ 20sec） 60℃-4min（70℃-4min）

の条件 Table4)を比較した結果では、BAC DNA の反応条件が混合プライマーの影響によるピーク

の重なりが抑制され、より解析が可能であった。Fig5) 

 

 
  Fig5 Cycle sequence standard protocoal と BAC DNA protocoal の比較結果 
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(4) Sample(Template)volume 

 Cycle sequence の反応が安定している Noro virus を Template として使用し、反応に apply

できる容量をもとめた結果、Ready Reaction Premix 2μl、BigDye Sequencing Buffer 1μl、 
Primer3.2 pmol の反応系の場合、12μl まで増加することが可能であった。Fig6,Fig7) 

   

  Fig6 Cycle sequencing foword primer(Noro virus)    Fig7 Cycle sequencing reverse primer(Noro virus) 

      （下から 6,8,9,10,12μl を apply）          （下から 6,8,9,10,12μl を apply） 

 

４ 考察 

エンテロウイルスには多様な型が含まれるため、解析が困難な株もある。一方、CODE-HOP 法

で検出されたエンテロウイルス株のうち、AN89、AN88 のプライマーによる遺伝子解析が可能で

ある株もある。Cycle sequence Standard protocoal で解析が困難な場合の改良方法として、

以下の項目が考えられた。 

(1) AN89、AN88 のプライマーを使用 

今回の結果である annieling 温度 60℃の反応系が annieling 温度 50℃に比較して、より解

析可能であったこと Fig4）とプライマー設計値で AN89 の Tm 値が 71.1、AN88 の Tm 値が 67.6

であることから、AN89、AN88 のプライマーによる Cycle sequence の解析が困難であった場合

に改良する条件とし、annieling 温度を 60℃に変更することは、Tm 理論値の点からも合致して

いると考えられた。 

 

(2)AN250、AN251 のプライマーを使用 

 annieling 温度 50℃の反応系では、AN250、AN251 のプライマーの反応系が AN89、AN88 のプ

ライマーの反応系に比較して、より解析精度が向上していたこと Fig3）とプライマー設計値で

AN250 の Tm 値が 55.6、AN251 の Tm 値が 52.4 であることから、AN89、AN88 のプライマーによる

Cycle sequence の解析が困難であった場合の改良方法として、プライマーAN250、AN251 への変

更では、annieling 温度を 50℃に設定することは、Tm 理論値の点からも合致していると考えら

れた。 

 

(3) Cycle sequence での BAC DNA protocoal 

 (1)、(2)の条件で Cycle sequence を行う場合、Fig5)の結果からエンテロウイルスの Cycle 

sequence では、BAC DNA protocoal の方が Standard protocoal に比較して、より解析精度が向

上すると考えられた。 

(4) Sample(Template)volume 

電気泳動でバンドが薄い場合（Quantity が低い）は、Cycle sequence 反応に apply 可能な

Template 容量についても重要である。Apply する Template が少量で、推奨される DNA quantity

よりも低い場合は Cycle sequence の解析が不可能となる。 

このため Apply する Template の Volume を増量して DNA quantity の量を増加することも必

要である。 

今回、Template を段階的に 6,8,9,10 および 12μlに増量して検討した結果、 Ready Reaction 
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Premix 2μl、BigDye Sequencing Buffer 1μl および Primer3.2 pmol に固定した条件で、最

大 12μl（抽出溶液：10ｍM Tris-Cl buffer）までの反応が可能であった。Fig6,7) 

当所のゲル抽出・精製キットは 20μl で抽出するため、Cycle sequence 反応の primer の

Forward と reverse で最大 10μl までの apply となる。この制限があるため、段階増量で検討

した Template の上限値は 12μl とした。 

 

Nix ら 7)の報告以前の RT-PCR 法ではエンテロウイルス株を増幅できない場合もあったが、

CODEHOP VP1 RT-snPCR 法では検出感度も高く、すべての既知の EV 血清型からテンプレート RNA

を増幅することができる。この方法によるサンプルからのダイレクトな分子疫学的分析は集団

の EV 関連疾病の発生初期における疫学的情報の取得に非常に有用となる。 

特に、国内でも過去に流行している EV71 による脳炎、髄膜炎等の中枢神経症状や米国で流行

している EVD68 による急性弛緩性脊髄炎（関連が疑われている）に対しては早期の検出が望ま

れる。 

しかし、この VP1 領域は GenBank 等で解析可能な範囲が約 350bp であるため、血清型の同定

は可能であるが、各株間の系統樹解析では分類が困難な場合もある点に注意が必要である。 
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