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10．遺伝子検査（病原体核酸検査）
調査目的と意義
　病原体核酸検査は、ヒトに感染症を引き起こ
す病原体であるウイルス、細菌、真菌、原虫等
の核酸を検出・解析することで感染症の原因微
生物を特定する目的で実施される。
　今年、発生した COVID-19 の診断を目的とし
て、登録衛生検査所や SARS-CoV-2 の病原体核
酸検査のみを実施する臨時登録衛生検査所、医
療施設における臨床検査室は、SARS-CoV-2 の
病原体核酸検査を実施している。マスコミの報
道でも PCR 検査の必要性が指摘され、その検
査件数に注目が集まっている。SARS-CoV-2 に
対する病原体核酸検査は、感度の高い検査であ
るが、検体採取から核酸抽出、RNA から DNA
への逆転写、PCR による DNA 増幅、結果の解
釈といった複雑な工程を経なければならない。
　平成 29 年６月 14 日に公布された臨床検査技
師等に関する法律では、第二十条の三第二項に

「都道府県知事は、前項の登録（以下「登録」
という。）の申請があつた場合において、その
申請に係る衛生検査所の構造設備、管理組織、
検体検査の精度の確保の方法その他の事項が検
体検査の業務を適正に行うために必要な厚生労
働省令で定める基準に適合しないと認めると
き、又はその申請者が第二十条の七の規定によ
り登録を取り消され、取消しの日から二年を経
過していないものであるときは、登録をしては
ならない」と定めている。その結果、精度の確
保に係る責任者を任命し、内部精度管理の実施、
適切な研修の実施が義務化され、外部精度管理
の受検が努力義務化された。
　そのような背景から、東京都は、令和２年度
の衛生検査所精度管理事業では、国内における
外部精度管理実施主体として、初めて SARS-
CoV-2 を対象に病原体核酸検査の外部精度管理
を実施した。なお、今回の精度管理事業には、
登録衛生検査所及び臨時登録衛生検査所のほ
か、希望する病院などの検査部門も参加した。

精度管理調査の概要
参加施設
　東京都内登録衛生検査所 12 施設、臨時の衛
生検査所４施設、病院検査室 37 施設が本精度
管理調査に参加した。全施設がバイオセーフ
ティーキャビネットを保有していた。参加施設
の概要は、表１に示した。
検体調製方法
　１％牛胎児血清添加細胞培養用培地を搬送
用培地として用い、A 社製の標準品を約 2,500 
copies/mL に希釈・調製して陽性コントロール 

（MB7）とし、陰性コントロール （MB6）とと
もに鼻咽頭スワブ懸濁液として配付した。
検査内容
　調査対象項目は SARS-CoV-2 に対する核酸検
査（リアルタイム PCR 法 [RT-PCR 法 ]、Loop-
Mediated Isothermal Amplification [LAMP] 法及び
それ以外）とし、全自動核酸抽出増幅装置（以
下「全自動機器」という。）及び全自動機器以
外を対象とした。結果は陽性、陰性の判定に加
えて、RT- PCR の場合は、Threshold Cycle（Ct）
値、LAMP 法の場合は Threshold time （Tt）値及
び Differential calculation （Df）値の報告を求め
た。結果報告の際は使用した核酸抽出キット名

（自動核酸抽出装置を使用した場合は機器名）、
全自動機器名、RT-PCR キット名（標識プロー
ブの蛍光物質名、全自動機器でない場合は検出
機器名）、及び検出対象遺伝子名も調査した。
レファレンス施設　
　レファレンス施設は、東京都健康安全研究セ
ンター及び東邦大学医学部微生物・感染症学
講座とし、複数日程、同一検体を検査して日
間差を確認した。核酸抽出キットは、QIAamp 
Viral RNA Mini Kit （QIAGEN） を 用 い た。 ま
た、核酸精製が不要な簡易検出キットとして
SARS-CoV-2 Direct Detection RT-qPCR kit （タカ
ラバイオ）及び 2019 新型コロナウイルス検出
試薬キット （島津製作所）を用いた。全自動機
器として BD MaxTM（日本ベクトン・ディッキ
ンソン）ではオープン試薬を用いて国立感染症
研究所のマニュアルに記載されている N2 領域
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を検出対象とした。また、上述のタカラバイ
オ及び島津製作所の簡易抽出・検出キットは、
それぞれ N1/N2 及び N1 領域と N2 領域を検出
対象としている （Corman et al. Euro Surveill. 
2020 Jan;25（3）:2000045）。リアルタイム PCR
機器は、QuantStudio™ 12K Flex （Thermo Fisher 
Scientific）を用いた。LAMP 法にはリアルタイ
ム濁度測定装置 LoopampEXIA® （栄研化学）を
用いた。また、LAMP 法、SARS-CoV-2　Direct 
Detection RT-qPCR Kit （タカラバイオ）及び
2019 新型コロナウイルス検出試薬キット （島津
製作所）以外の SARS-CoV-2 由来遺伝子検出に
は国立感染症研究所のマニュアルに記載されて
いる N2 セットと QuantiTect Prode RT-PCR Kit 

（QIAGEN）の組み合わせを用いた。
調査参加施設が使用している試薬及び機器
　調査参加施設が使用していた全自動機器は、
cobas 8800 （ロシュ・ダイアグノスティックス）
が１施設、cobas 6800 （ロシュ・ダイアグノス
ティックス）が２施設、BD MaxTM （日本ベク
トン・ディッキンソン）が５施設、GeneXpert 

（ベックマン・コールター）が３施設、Film 
Array Torch システム （ビオメリュー・ジャパ
ン）が４施設、ミュータスワコー g1（富士フ
イルム和光純薬）が１施設、TRC Ready-80（東
ソー）が１施設であった。なお、BD MaxTM を
使用していた５施設のうち、専用試薬とオープ
ン試薬を使用している施設は、それぞれ３施設
と２施設であった。LoopampEXIA®（栄研化学）
は 18 施設が採用しており、そのうち 14 施設
で Loopamp インフルエンザ抽出用試薬 （栄研
化学）が使用され（うち２施設は QIAamp Viral 
RNA Mini Kit も併用）、QIAamp Viral RNA Mini 
Kit （QIAGEN）のみ使用していたのは３施設で
あった。35 施設（３施設は重複あり）は通常
のリアルタイム PCR システムを用いていた。
参加施設で使用されていた核酸抽出試薬および
核酸増幅試薬は、表４～６に示した。

レファレンス施設での測定結果
　レファレンス施設での陽性コントロールの測

定成績を表２に示した。なお、陰性コントロー
ルの測定結果は示していないが、正しく陰性の
結果を得られた。陽性コントロールにおいて
は、何れの試薬及び機器のセットにおいて陽性
の結果が得られた。Ct 値は、タカラバイオの
キットの Ct 値が、他のキットと比較して、若
干大きい傾向が認められた。また、島津製作所
の N2 を検出対象としたキットの日内変動が他
のキットと比較して大きくなる傾向が認められ
た。それ以外の RT-PCR による検出には大きな
問題はなく、測定誤差は許容範囲であることを
確認し、この結果をもとにレファレンス値（感
染研の N2 領域で Ct 値 30 ～ 35）を設定した。

参加施設の成績
　初めて実施した SARS-CoV-2 に対する病原体
核酸検査の外部精度管理の成績を一律に評価
することは出来ない。その理由として国立感
染症研究所が示している「新型コロナウイル
ス（2019-nCoV）の遺伝子検査法の性能評価に
ついて」には、逆転写から遺伝子増幅までに要
する時間により、３種類の基準が示されている

（https://www.niid.go.jp/niid/ja/diseases/ka/corona-
virus/2019-ncov/9482-covid14-15.html）。 す な わ
ち、核酸抽出法が遺伝子検査法に及ぼす影響を
加味した性能評価ではない。また、病原体検出
マニュアル 2019-nCoV Ver.2.9.1 の別添２とし
て「2019-nCoV 検出に利用できることが確認で
きている反応試薬、機器の組み合わせ」は示さ
れているが、核酸抽出法と遺伝子増幅法の組み
合わせについての言及はない。現場では、市販
されている様々な核酸抽出キットと遺伝子増幅
キットの中でより簡便な試薬を選択するのは当
然のことであろう。今回の外部精度管理を通し
て、簡易抽出キットによっては感度が大幅に低
下することが確認された。各施設で病原体核酸
検査を導入する際は、検査の目的と検査実施者
の力量に合うキットの組み合わせを、自施設で
事前に評価・検証することが求められる。
　今回の SARS-CoV-2 の病原体核酸検査に対す
る外部精度管理事業に参加した 53 施設の結果
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は、表３に測定法別の正答率（MB6、7 ともに
判定不能または測定不可と回答してきた施設番
号 2018 及び 1003 は含まない）、詳細を表４～
６に示した。リアルタイム PCR 法を採用して
いた施設の結果は概ね良好だった。
　陰性コントロール （MB6）に対しては、施設
番号 1002 （+）及び 2018 （判定不能）以外は、
正しく判定されていた。施設番号 1002 は、Ct
値が記載されておらず、MB6 に対する入力が
２回なされており、その一方に“＋”と記入さ
れていたことから、誤入力の可能性があるもの
と考えられた。このような誤入力は重大な過失
に繋がることから十分な注意が必要である。施
設番号 1003 は SARS-CoV-2 Detection kit-N2 set 

（東洋紡）を使用しており、ウイルスを搬送用
培地に懸濁した検体では感度が大きく低下する
ことを経験していた。その経験をもとに不適切
な検体と判断し、「測定不可」と回答した。
　MB7 に関しては、全自動機器ではミュータ
スワコー g1 を使用していた施設番号 2025、全
自動機器以外では Maxwell RSC を使用してい
た施設番号 38、58 及び 2035、LAMP 法を採用
していた施設番号 2001、2013（複数の方法を
実施しており、全ての方法で正しい結果が得ら
れなかったわけではない）、2014、2016、2017、
2018、2020、2027、2028、2036、2037、2038（複
数の方法を実施しており、全ての方法で正しい
結果が得られなかったわけではない）は正しい
判定がなされていなかった。それ以外の施設は
何れも正しい報告がなされていた。施設番号
2035 は、N セット及び N2 セットを用いて、そ
れぞれ陰性及び陽性の判定がなされた。しかし、
同施設が報告した N2 セットの Ct 値は－4.338
であり、この値は誤りであると思われた（表５）。
また、施設番号 38 及び 58 は何れも同一のプロ
メガの核酸抽出試薬及びロシュ・ダイアグノス
ティックスの核酸増幅試薬を用いていたが、N
遺伝子を対象とした結果を陰性と報告した。な
お、E 遺伝子に関しては陽性と報告しており N
遺伝子を対象とした検出系の妥当性の確認が必
要である。施設番号 2021、1004、2005、及び

2032 が報告した Ct 値は、それぞれ 19 ～ 20 及び
40 近い Ct 値を報告しており、目標値（Ct 30 ～
35）から大きく離れていた（表５）。
　17 施設が全自動検査機器を使用していたが、
そ の 内 訳 は、BD MaxTM　 ５ 施 設、GeneXpert 
３施設、cobas 8800 １施設、cobas 6800 ２施
設、FilmArray Torch ４施設、ミュータスワコー 
g1 １施設、TRCReady-80 １施設であった（表
４）。cobas 8800 を使用していたのは衛生検査
所であったが、それ以外の自動機器は医療施設
で使用されていた。ミュータスワコー g1 を除
く全自動機器は、MB7 を陽性と判定していた。
ミュータスワコー g1 は、鼻咽頭スワブを輸送
用培地に懸濁した検体ではなく、直接スワブ検
体を検査材料とする。施設番号 2025 は自施設
で、検査手順と検査試薬の妥当性を確認する必
要がある。
　参加した病院検査室 37 施設のうち 18 施設
が LAMP 法を採用していた。このうち核酸抽
出に QIAamp Viral RNA Mini Kit を採用してい
た５施設（Loopamp インフルエンザ抽出試薬
を同時に使用した施設有り）は何れも適切な
結果が得られた。しかし、Loopamp インフル
エンザウイルス抽出試薬を用いた 14 施設のう
ち、陽性の結果を正しく報告した施設は４施設
のみであり、そのうち２施設が報告した Tt 値
は 31 を超えていた。レファレンス施設で確認
したところ、Tt 値 26 の検体においては非特異
反応が確認された。さらに、陽性と報告した施
設は日常と異なる独自の方法（具体的記載はな
い）で検査を行っていた。これらのことから、
陽性の判定をした施設の結果は擬陽性であるこ
とが否定できない。また、施設ごとに独自の手
順・方法を採用するのであれば、自施設で検査
手順と感度・特異度、検出限界、定量限界など
の評価・検証の実施が必要である。以上の結
果から、Loopamp インフルエンザウイルス用
抽出試薬を用いて SARS-CoV-2 の検査を LAMP
法で実施した場合、配付した陽性コントロール

（MB7）のウイルス量はその検出限界を下回る
ことから、表３にそのデータを含めなかった。
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Loopamp インフルエンザウイルス用抽出試薬
を用いる施設は、検査手順ごとに妥当性を評価・
検証し、使用目的を明確にする必要がある。な
お、陰性と回答してきた施設の中には、コメン
ト欄にインフルエンザ用の簡易核酸抽出キット
が、鼻咽頭スワブを搬送用培地に懸濁した検体
には検査材料として適していないことや、抽出
液に懸濁することに起因して抽出される核酸濃
度が低下することについて言及した施設があっ
た。使用する試薬の特性を正しく理解していた
施設があったことを付言したい（表６）。
　報告された Ct 値がレファレンス施設のもの
を大幅に超えていたなどの８施設（検査所２
施設、臨時の検査所２施設、病院検査室４施
設）には個別に改善すべき点を連絡した。この
うち検査所２施設、臨時の検査所２施設には
改善報告の提出を求めた。施設番号 38 は、full 
process control の採用と全検査工程における温
度管理についての改善が報告された。施設番号
58 は、核酸増幅試薬キットの N-gene 検出用プ
ライマー・プローブセットの作り置きをしてい
なかったことについて言及していたが、改善す
べき点を明らかにできなかった。引き続き、試
薬メーカーと連携して原因究明をすることが付
言されていた。施設番号 1003 は、検査試薬キッ
トのロットやバージョンの違いによる可能性に
ついて改善報告書で言及されていた。しかし、
感度のよいキットがあるにもかかわらず、敢え
て感度の悪いキットを使い続けることに対す
る、科学的根拠に基づく理由は述べられていな
かった。施設番号 1004 は、自施設の測定手順
の妥当性について検討したが、改善すべき点を
見出すことはできなかった。このような施設に
対しては、是正に対する支援が必要であると考
えている。自主的に回答があった医療施設であ
る施設番号 2032 は、精度管理の際に取得した
データの再解析を自主的に実施し、Ct 値が改
善したこと、前処理の方法を工夫して感度を上
げたことを報告した。しかし、単に Threshold
を変更するだけでは、本質的な改善には繋がら
ない。いつでも、だれでも同じ検査結果を得る

ことができるように具体的な対策を取ることが
重要であり、今回指摘された施設は改めて改善
策を検討する必要がある。また、良好な成績を
得ることができなかった複数の施設（施設番号
1003、1004、2032）が使用していた試薬キット
が同一であったことから、メーカーに問い合わ
せたところ、当該キットに含まれる抽出試薬と
A 社製の標準品に使用されているアルファウイ
ルスとの相性が悪いこと、ウイルス搬送液の影
響を受けたことなどが原因である可能性が指摘
された。なお、既に試薬キットメーカーは、唾
液検体に対応すべく、抽出工程に加熱処理を追
加し、アルファウイルスの検出に対する問題を
解決した新たなキットを発売している。また、
他の核酸抽出キット（簡易抽出キットは除く）
は、今回用いた搬送液の影響を受けることなく、
適正な結果が報告されていたことから、核酸抽
出への影響は低かった、あるいはなかったもの
と考えられる。
　病原体核酸検査を実施する施設は、体外診断
用医薬品の認可を受けた試薬キットを採用する
場合でも、自施設でそのキットの性能と妥当性
の評価・検証を行うことができる環境を整備す
る必要がある。

まとめ
　COVID-19 の原因微生物である SARS-CoV-2
は、一本鎖プラス鎖 RNA を有するコロナウイ
ルスに属している。SARS-CoV-2 粒子の大きさ
は 50 ～ 200 nm 程度である。そのゲノムは S（ス
パイク）タンパク質、N（ヌクレオカプシド）
タンパク質、M（膜）タンパク質、E（エンベ
ロープ）タンパク質や RdRp （RNA 依存性 RNA
ポリメラーゼ）などをコードする遺伝子で構
成されている。ゲノム全長は約 30 Kb であり、
RNA ウイルスとしては非常に大きな部類に属
している。SARS-CoV-2 の検出用試薬は主とし
てリアルタイム PCR 法用のものが多いが、そ
れ以外の方法のものも開発されている。検出対
象遺伝子は、上述の遺伝子のうち N 蛋白をコー
ドする領域を対象とする CDC や国立感染症研
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究所などのマニュアルに準じたものや、S タン
パク質や RdRp をコードする遺伝子を検出対象
とする企業独自のものがある。このように検出
標的が多様で、採用される核酸抽出法も多様で
ある場合の外部精度管理にはゲノム全長を含む
full process control と呼ばれる試薬が必須とな
る。本外部精度管理調査を計画した当時、この
ような full process control として入手可能な製
品は、単一濃度のみであり、今回はこの試薬を
用いて外部精度管理調査を実施した。
　SARS-CoV-2 に対する病原体核酸検査試薬
は、急遽必要とされたことから、通常の体外診
断用医薬品とは異なる審査過程で承認された

（米国における緊急使用許可と同様）。そのた
め、性能にばらつきがあることは容易に想像で
きる。今回の外部精度管理を通して、検査キッ
トの性能や特性の一端が明らかになったと考え
ている。すなわち、簡易核酸抽出キットの中に
は、抽出効率が低いものや核酸分子数を十分に
核酸増幅系に持ち込むことができない試薬が存
在する。また、試薬においても発売後にプライ
マー配列などが変更され、性能が向上した試薬
も存在する。より質の高い適正な検査を実施す
るために、常に最新の情報を取り入れ、施設が
保有する機器に適した最善の試薬を使用できる
ように努めなければならない。
　適正な結果が報告できなかった施設には、個
別に連絡してその改善策の立案を求めたが、十

分に問題点の抽出と改善策の立案ができてい
なかった。その理由として、我が国では、衛
生検査所や病院に病原体核酸検査が十分に浸
透していなかったことが考えられる。今回の
COVID-19 の蔓延に伴って、急遽病原体核酸検
査を導入した施設も少なくないことから、遺伝
子検査機器やキットの性能評価や検証の方法
が不十分な施設があることは否定できない。遺
伝子検査に精通した人材育成は喫緊の課題であ
る。遺伝子検査実施施設は、勉強会などに積極
的に参加して人材育成に努めるべきである。
　今回の外部精度管理調査を通しての反省点と
して、 （１）full process control の濃度が低かっ
たため、簡易抽出キットを対象とした方法の
精度管理には不向きだったこと、（２）先の理
由から単一濃度検体のみの配付となったこと、

（３）抽出試薬と遺伝子増幅試薬の組み合わせ
が多く、全組み合わせのレファレンスデータの
取得が困難なこと、（４）スワブ検体を直接検
査しなければならないキットが存在したこと、

（５） 模擬ウイルスを使用した際の抽出効率低
下が認められたキットが存在したことなどを挙
げたい。模擬ウイルスではない不活化ウイル
スを用いた複数濃度から成る full process control
や高濃度の full process control も市販されてお
り、今後の外部精度管理ではこれらの試薬の使
用も考慮したい。
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表１．参加施設の概要
A　BSL ２以上に相当する検査室の整備

衛生検査所 臨時の衛生検査所 病院

全体（施設数） 12 4 37

１．BSL2 で陰圧になる 4 0 19

２．BSL2 で陰圧にならない 6 4 13

３．BSL3 1 0 4

９．その他 1 0 1

B　検査目的（複数回答）

衛生検査所 臨時の衛生検査所 病院

全体（施設数） 12 4 37

１．外来患者の感染確認 2 3 31

２．入院患者の感染確認 2 3 37

３．入院患者の陰性確認 2 3 32

４．職員の感染又は陰性確認 4 4 30

５．医療機関からの受託検査 12 1 5

６．保健所からの受託検査 7 0 9

７．PCR センターからの受託検査 7 0 1

９．その他＊ 0 0 2

＊：術前検査

C　受託可能件数

衛生検査所 臨時の衛生検査所 病院

全体（施設数） 12 4 37

１．0 件 0 0 5

２．1 ～ 50 件 0 1 16

３．51 ～ 100 件 2 2 11

４．101 ～ 500 件 5 1 1

５．501 ～ 2000 件 3 0 0

６．2001 件以上 2 0 0

７．不明 0 0 2

９．その他＊ 0 0 2

＊：院外からは０
　　外部からの依頼は受け付けていない
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