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1．はじめに 
Cryptosporidium parvum の RNA を NASBA とドットブロ

ットハイブリダイゼーションにより検出する方法を開発

しているが、本法のプライマー、プローブを使用してマ

イクロプレートでのハイブリダイゼーションにより C. 

parvum の RNA を定量する方法を検討した。 

2．方法 

プローブの作製 

プローブ(196-458)は、ランダムプライム法によりビオ

チン標識したものを作製した。 

核酸増幅 

プライマー(82f、T7-511r)を用いて NASBA 法により検

出対象領域を増幅した。 

マイクロプレート法による定量 

NASBA 増幅産物をマイクロプレートに固定化後、ビオチ

ン標識プローブとハイブリダイゼーションした。このプ

ローブ量を、ペルオキシダーゼ発色反応により、プレー

トリーダーでの吸光度（OD405）で測定した。 

3． 結果 
プローブの標識方法の検討 

 ビオチン標識法を変えて単数標識プローブと多数標識

プローブを作製し、各々のプローブについてマイクロプ

レート法による定量を検討した結果、多数標識プローブ

の場合の⊿吸光度＊が単数標識プローブの場合の約 2倍で

あった。 

プローブ作製時における酵素処理時間の検討 

 多数標識プローブを作製する際の酵素処理時間 1，10，

20 時間を比較した結果、20 時間処理プローブの場合の⊿

吸光度＊が最も高かった。 

ハイブリダイゼーション温度の検討 

 ハイブリダイゼーション温度 40，42，45，50，55℃を

比較した結果、40℃ハイブリダイゼーションの場合が最

も⊿吸光度＊が高かった。 

プローブ濃度の検討 

 プローブの濃度 1，5，10，50pg/ml を比較した結果、

10pg/ml のプローブ濃度の場合が最も⊿吸光度＊が高かっ

た（図 1）。 

検量線の作成 

最適条件（多数標識プローブ、酵素処理時間 20 時間、

ハイブリダイゼーション温度 40℃、プローブ濃度

10pg/ml）では、図 2 の検量線を作成できた。C. parvum

の RNA 量 4.3E-14g(オーシスト 1 個に相当)から 4.3E-10g

まで、両対数目盛ではあるが、ほぼ直線関係となった。

RNA 量 4.3E-14，4.3E-13，4.3E-12，4.3E-11，4.3E-10g

における標準偏差は各々8.9，9.1，3.9，0.5，2.1%であ

った。 
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図 1 プローブ濃度の検討 

 

図 2 最適条件での検量線 

 

 
＊⊿吸光度=(サンプルの吸光度－コントロール) 
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