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AMED研究班 

「医薬品の安全性および品質確保のための医薬品規制に係る国際調和の推進に関する研究」「バイオマー

カー分析法バリデーション検討グループ」 

 

医薬品開発ツールとしての核酸バイオマーカーの qPCR法による分析法開発並びに

バリデーションに関する留意点文書 

 
1. はじめに 

 バイオマーカーとは、正常な生物学的プロセス、病原性プロセス、または曝露や介入（治療的介入を含

む）に対する生物学的反応の指標として測定される定義された特性のことであり、バイオマーカーには、

分子的、組織的、放射線的、または生理学的な特性が含まれる 1)。医薬品開発における成功率や安全性の

向上のために、バイオマーカーの活用事例は年々増加しており、効率的な医薬品開発におけるバイオマー

カーの利用は重要である。バイオマーカーを医薬品開発ツールとして、その分析結果を臨床評価のエンド

ポイントの一部として用いる場合や、参考情報として医薬品の申請資料に含める場合、その分析法は十分

検証されている必要がある。一方で、バイオマーカー分析法の評価は、対象とするバイオマーカーの用

途・特性に則して行うことが重要であり、医薬品を対象とした生体試料中薬物濃度分析法のように、一律

に判定基準を定めるのは困難である。従って、バイオマーカー分析法の評価では、Fit-for-purpose の概

念 2-5)を適応することが有用である。さらに医薬品の生体試料中薬物濃度分析法の場合と異なり、標準物

質の特性や利用可能性に注意が必要であること、マトリックス中に分析対象物質が含まれている可能性

に加え、その濃度に個体差や日内変動があること等、バイオマーカー分析法に特有の問題が存在してい

る。 

内因性代謝物やタンパク質等の生体分子に加え、デオキシリボ核酸（DNA）やリボ核酸（RNA）など

の核酸もバイオマーカーとなり得る。例えば、米国 FDA はウイルス由来の DNA や RNA を薬事承認の

ための代替エンドポイントバイオマーカーとして提示している 6)。また、医薬品による副作用検出のため

の安全性バイオマーカーとして、循環血中のマイクロ RNA（miRNA）の利用に関する報告もなされてい

る 7)。さらに、抗がん剤による治療効果の予測バイオマーカーとしての核酸バイオマーカーの有用性やそ

の臨床応用に関しても報告がなされている 8)。上述の核酸バイオマーカーの検出や定量では、

quantitative polymerase chain reaction（qPCR）法や reverse transcription qPCR (RT-qPCR)法が一般

的によく利用される。 

 qPCR 法及び RT-qPCR 法とは、PCR による標的核酸配列の増幅と蛍光物質による検出を利用した、

特異性、感度、並びに再現性が高い核酸分析手法である。近年の遺伝子治療用製品、細胞・組織加工製品、

及びワクチン等の医薬品の開発数の増加に伴い、それら医薬品の品質、安全性及び有効性試験において、

qPCR 法及び RT-qPCR法の重要性が増加している。例えば、医薬品規制調和国際会議（以降「ICH」と

いう）が 2023 年 3 月に公表した「遺伝子治療製品の非臨床生体内分布の考え方（ICH S12 ガイドライ

ン)」9）では、遺伝子治療用製品の生体内分布試験法として qPCR法の利用が提示されている。また、ICH

の専門家会議の見解として 2009年 6月に公表された「ウイルスとベクターの排出に関する基本的な考え

方」10)においても、排出されたウイルス/ベクターの検出に qPCR 法及び RT-qPCR 法の利用を推奨して

いる。一方で、qPCR法のバリデーションに関する判定基準等の詳細は上記ガイドラインや留意点文書内
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に記載されていない。 

 これまでに、科学研究論文に投稿する qPCR 法及び RT-qPCR 法を用いた分析法の正確性や再現性を

担保するために、2009年に The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments （MIQE）ガイドラインが論文として公表された 11)。また、American Association of 

Pharmaceutical Scientists、Workshop on Recent Issues in Bioanalysis（WRIB）、Global CRO Council

や Japan Bioanalysis Forum の Discussion Group では qPCR法及び RT-qPCR 法を用いた遺伝子治療

用製品の生体試料中薬物濃度分析法のバリデーションに関する基準に関して議論を行い、検証試験にお

ける評価項目や判定基準値に関する合意内容を公表している 12)-16)。加えて、バイオマーカーを対象とは

していないものの、欧米の規制機関は食品や飼料中に含まれる遺伝子組み換え生物等に由来する特定の

核酸配列の検出や定量における qPCR 法及び RT-qPCR 法の分析法バリデーションに関するガイドライ

ンを発出している 17), 18)。さらに、国際標準化機構（ISO）も qPCR及び RT-qPCRを用いた定量法の開

発やバリデーションに関する留意点についてガイドライン化している 19)。 

 核酸バイオマーカーを医薬品開発ツールとして、その分析結果を臨床評価のエンドポイントの一部と

して用いる場合や、参考情報として医薬品の申請資料に含める場合、他のバイオマーカー同様、その分析

法は十分検証されている必要がある。2019 年 6月に米国 Critical Path Institute と FDAが共著で発表

したバイオマーカー分析法に関する留意点文書 4)や日本の AMED 研究班が公開した留意点文書 5)では

qPCR 法及び RT-qPCR法を対象としていないものの、これら文書で提示されている留意点の多くは、核

酸バイオマーカーの分析法の検証のための評価項目や判定基準の設定に応用できると考える。 

 以上の様に、海外では、医薬品や食品分野を中心に qPCR 法及び RT-qPCR 法のバリデーションのた

めのガイドラインや白書の作成、それらの検討が活発に行われている。しかしながら、現状医薬品開発ツ

ールとしての核酸バイオマーカー分析における qPCR 法及び RT-qPCR 法のバリデーションに特化した

国際的なガイドラインや留意点文書は公表されておらず、本邦における医薬品開発における核酸バイオ

マーカーの利用促進に向けて、qPCR法及び RT-qPCR法を用いた分析法のバリデーションと実試料分析

に関する議論やその白書、さらには規制関連文書の作成が必要と考えられる。このため日本医療研究開発

機構（AMED）研究班「薬剤性間質性肺炎・重症薬疹に関するバイオマーカー候補の適格性確認と規制要

件案の作成に関する研究」の国立医薬品食品衛生研究所における議論を行い、その内容を基に AMED研

究班「医薬品の安全性および品質確保のための医薬品規制に係る国際調和の推進に関する研究」の「バイ

オマーカー分析法バリデーション検討グループ」の専門家メンバーにおいて議論が行われた。本留意点文

書はその成果物として作成し公表するものであり、医薬品開発における核酸バイオマーカーの qPCR 及

び RT-qPCR分析法のバリデーションと実試料分析に関する国際調和の一助となることが期待される。 

 

2.基本原則と適応範囲 

本留意点文書は、医薬品開発におけるツールとして核酸バイオマーカーを利用する際に必要な qPCR

及び RT-qPCRの分析法開発時及びバリデーション時における留意点に加え、本法を用いた実試料分析の

留意点に関し、研究班としての考えを示したものである。本文書を適応する qPCR 法及び RT-qPCR 法

としては、医薬品承認申請資料 Common technical document（CTD）のmodule 2に記載する医薬品開

発ツールとしてのバイオマーカーを対象とした高い信頼性が求められる分析法を想定し、コンパニオン

診断薬等の体外診断薬や臨床検査は対象外とした。なお、個々の核酸バイオマーカーの医薬品開発時の分

析法バリデーションに関しては、Fit-for-purpose の原則および入手可能な実験材料等に基づき、必要な

バリデーションの項目や判定基準を事前に設定して、文書化する必要がある。 
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核酸バイオマーカーとしての分析対象物質としては、DNA及び RNAとする。具体的に、DNAとして

は、ゲノム DNAやミトコンドリア DNA、並びにセルフリーDNA等、RNAとしては、メッセンジャー

RNA（mRNA）やマイクロ RNA（miRNA）等を分析対象として想定している（ただし、これらに限定

するものではない）。測定原理や解析手法が qPCR 法と異なるデジタル PCR 法は本留意点文書の適応外

とする。原則として、単一の分析対象核酸バイオマーカーを測定する場合（single-plex）について記述す

る。 

本留意点文書では、qPCR法及び RT-qPCR法を用いた生体試料中における分析対象物質としての核酸

バイオマーカーの濃度（即ち、単位容積当たりのコピー数）の定量を目的とする分析法開発並びにバリデ

ーションに関する留意点が記載されている。qPCR 法を用いた遺伝子バリアントのジェノタイピング解

析は本留意点文書の適応外である。 

本留意点文書の各バリデーション項目で記載される n 数は、実試料と同様に核酸抽出等の前処理を行

う試料の数を意味している。また、核酸バイオマーカーの定量分析あるいはそれに向けたバリデーション

試験において、測定結果の正確性の向上並びに測定値のばらつきを評価するために、各試料について通常

duplicate以上で測定することが望ましい。なお、qPCR法や RT-qPCR法のバリデーションでは、通常、

分析対象物質以外の DNAや RNAが含まれた試料を分析することから、選択性の評価は要しないと考え

られる。 

 
3. 核酸標準物質、測定コントロール 

 qPCR 法及び RT-qPCR 法による核酸バイオマーカーの定量分析では、標的核酸分子の PCR 増幅領域

を含む DNA（1 本鎖または 2 本鎖）または RNA を核酸標準物質として使用することが望ましい。核酸

標準物質としては、化学合成により作製されたコピー数が既知である合成核酸を用いることを推奨する。

なお、化学合成された核酸標準物質の精製方法に関しては、バイオマーカーの用途・特性（Context of use）

を考慮し、分析法の信頼性が確保できる一定以上の高度な精製方法を利用することが望ましい。核酸標準

物質の純度は Context of use を充たすために、可能な限り高純度であることが望ましい。一方で、分析

対象物質が RNA の場合は、in vitro 転写により作製した RNA を核酸標準物質として選択することも可

能である。核酸標準物質に関して、標準溶液中の安定性について考慮する。 

 

3-1) 重要試薬 

 分析結果に直接影響する試薬を重要試薬として、事前に規定する。これら重要試薬は、PCR グレード

かつヌクレアーゼフリーであることが推奨される。PCR におけるプライマーやプローブは、重要試薬と

して規定し、HPLC や PAGE グレードで精製を行うことを推奨する。プライマーやプローブは Context 

of useを充たすために、可能な限り高純度であることが望ましい。これらプライマーやプローブの安定性

についても考慮することが推奨される。 

 使用する水に関しては、重要試薬に規定しなくて良いと考えられるが、ヌクレアーゼの混入等に留意す

る。 

 

3-2) 分析法開発における留意点 

 分析対象物質が DNAである場合は、標的増幅領域を含む 1本鎖または 2本鎖 DNAを核酸標準物質と

して使用することが望ましい。ただし、1本鎖 DNAを核酸標準物質として用いて 2本鎖 DNAの定量を

行う場合は、1 本鎖 DNA が PCR の 1 サイクル目で増幅反応が起きないことに留意し、検量線作成時に
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データ補正（各検量線試料の検出 quantification cycle[Cq]値より 1 を引く）を行う必要がある。また、

環状 DNAを核酸標準物質として使用する際は、分析対象となる核酸分子の立体構造の PCR増幅効率へ

の影響を考慮し、必要に応じて直線化処理の実施を検討することを推奨する。その際には、直線化処理の

際に使用する制限酵素の残存の影響を考慮し、精製する場合には、サンプルロスを考慮する必要がある。 

 分析対象物質が mRNAや miRNA 等の RNAである場合は、逆転写効率による分析への影響を反映で

きるよう、RNAを核酸標準物質として分析法開発を開始することを推奨する。なお、RNAは DNAと比

べ分解されやすいため、RNA を核酸標準物質として用いる場合は安定性を分析し、必要に応じて分解抑

制物質（e.g. RNA分解酵素阻害薬）を添加することが望ましい。DNAを核酸標準物質として用いて RNA

を定量する場合は、分析法開発段階において、逆転写効率が一定であることの評価に加え、複数の逆転写

産物由来の核酸標準物質を用いた検量線の平行性評価により、その妥当性を示すことが重要である。 

 分析法開発段階で、化学合成あるいは in vitro 転写された核酸標準物質のロット間差の評価を実施す

ることを推奨する。加えて、これらの塩基長、濃度、分解度は、電気泳動法や吸光度測定法等を用いて事

前に評価することが望ましい。 

 

3-3) 分析法バリデーションにおける留意点 

 PCR及び RT-qPCRの正確性の検証のために、単一の qPCR測定単位ごとに適切な複数濃度の quality 

control （QC）試料（陽性対照試料、ポジティブコントロール）、及び Extraction blank（抽出処理を行

なった水もしくは緩衝液（抽出段階での汚染の確認用））、及び non-template control（NTC）を準備する

必要がある。QC試料とは、PCR及び RT-qPCRにおける正しい遺伝子増幅の確認のためのコントロール

試料であり、一般に核酸標準物質を一定量含有する溶液が使用される。QC 試料と検量線用標準試料は、

別々に調製することを原則とし、安定性が確認された期間内に利用する。一方で、NTCは、非特異的な

遺伝子増幅の評価、反応液や検体の汚染の評価のための試料であり、超純水や核酸希釈用の緩衝液等が利

用される。 

 

4. 感度（LLOQ, LOD） 

 qPCR法及び RT-qPCR 法の測定感度には、定量下限（Lower limit of quantification, LLOQ）並びに

検出限界（limit of detection, LOD）という指標がある。LLOQとは、事前設定した真度・精度の判定基

準を満たす最小濃度と定義可能である。一方、LODは、一般に単一測定系で 95％以上の実試料が検出陽

性となる最小濃度と定義されることが多い。医薬品の申請資料に用いる核酸バイオマーカーの分析法バ

リデーションを行う場合には、LLOQの評価が必要となる。LODは核酸バイオマーカーの定量において、

定量範囲には含まれず、バリデーション評価項目として利用される機会がほとんどないため、本留意点文

書ではバリデーションの対象外とする。 

 

4-1) 分析法開発における留意点 

 LLOQ は、種々の濃度の低濃度試料を測定し、Cq 値が 40 以下かつ事前に設定した Cq 値に関する測

定精度の判定基準を満たす濃度として、仮に決定することができる。 

 

4-2) 分析法バリデーションにおける評価項目 

 4-1）で仮決定した LLOQと同一濃度を有する QC 試料（QC-LLOQ、n=3以上、別日で 3回以上の繰

り返し分析での評価を推奨）の定量値から求めた真度・精度が事前に設定した判定基準を満たすか検証を
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行う。 

 

5. 特異性 

 マトリックス中に存在し測定に影響を与えうる類似配列を有する核酸（DNA、RNA）分子と分析対象

物質である標的核酸分子を識別して検出する能力と定義される。qPCR法及び RT-qPCR法における特異

性は、PCRに利用するプライマー・プローブの塩基配列並びに PCRのアニーリング条件（温度、時間）

に依存する。 

 特異性の評価は、分析法開発では in silico 解析を中心に実施し、非特異的増幅の懸念がある配列につ

いてバリデーション試験で実際に合成核酸等を用いて検証を行うのが望ましい。非特異的増幅の確認は、

DNA シークエンス解析、融解曲線解析、電気泳動、制限酵素処理等の手法で評価可能である。非特異的

増幅が事前に設定した判定基準を超える場合は、プライマー・プローブの再設計や PCRのアニーリング

条件のさらなる最適化が必要と考えられる。 

 

5-1) 分析法開発における留意点 

 In silicoデータベース（e.g. BLAST、Primer-BLAST）を用い、分析対象物質である核酸バイオマー

カーが存在する動物種内（対象がヒトであればヒトのゲノムやトランスクリプトーム）において、分析対

象物質以外の類似配列に対して遺伝子増幅を起こす可能性が低いプライマー・プローブの選定を行う。特

に 3’末の配列の類似性に注意する。加えて、選定したプライマーの塩基配列の 3’末端から 1 塩基程度短

い合成不純物の核酸配列に関しても in silico で分析対象物質に類似する配列に対する増幅の有無の確認

を行うことが望ましい。 

また、設計したプライマー・プローブによる遺伝子増幅産物について、DNA シークエンス解析、融解

曲線解析、電気泳動、制限酵素処理等の手法により多面的に情報を得ることが望ましい。 

 

5-2) 分析法バリデーションにおける評価項目 

 In silico 解析にて非特異的な遺伝子増幅の可能性が認められる核酸配列に関しては、LLOQ の濃度の

分析対象物質を含有する超純水や核酸希釈用緩衝液に当該核酸配列を添加した試料を用いて非特異的遺

伝子増幅の有無の確認試験を実施する。非特異的遺伝子増幅が認められた場合は、事前に設定した判定基

準内であることを確認する。なお、分析法開発段階で、非特異的増幅の可能性を示す類似配列が同定され

ない場合は、特異性に関するバリデーションは簡略化して良いと考えられる。 

 

6. 検量線 

 検量線は実試料中の核酸バイオマーカーの濃度（単位容積当たりのコピー数）を算出するために用いら

れ、その定量範囲は LLOQから定量上限（upper limit of quantification、ULOQ）と定義される。LOD

は検量線範囲には含まれない。分析対象物質である核酸バイオマーカーの定量に用いる検量線は、qPCR

や RT-qPCRの測定単位ごとに作成される必要がある。検量線用標準試料の濃度数、一濃度あたりの試料

数は、Context of useをふまえて分析法ごとに、試験計画書等で事前に定めることを推奨する。 

 検量線用標準試料は、真のマトリックスに既知濃度の核酸標準物質を添加して調製することもあるが、

標的核酸分子の内因性濃度が高い場合や希少マトリックスを用いる場合等は、代替マトリックスを用い

て検量線を作成することも可能である。QC試料のマトリックスについては、7.)真度・精度に示す。 
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6-1) 分析法開発における留意点 

 分析法開発段階では、標的とする分析対象物質の変動幅を考慮し、分析法の信頼性を確保できる検量線

の定量範囲を設定することが重要である。検量線の定量範囲は、検量線用標準試料の逆回帰濃度の真度に

関して、Context of use をふまえて事前に設定を行った判定基準を満たす濃度幅に仮決定することがで

きる。 

 qPCR 法及び RT-qPCR 法における検量線の回帰直線は、一般的に X 軸に検量線用標準試料の対数濃

度、Y軸に測定から得られる Cq値を用いて、最小二乗法により求められ、下記（式 1）の通り 1次関数

で表されることが多い。また PCR増幅効率は、検量線の回帰直線の傾きから下記（式 2）を用いて計算

される。 

 

（式 1） y=ax+b 

y; 測定から得られる Cq値, x; 検量線用標準試料の対数濃度, a; 回帰直線の傾き, b; 回帰直線の切片 

 

（式 2） PCR増幅効率（％）= [10 (-1/a)-1]×100（X軸の検量線用標準試料に常用対数を用いた場合） 

a; 式 1で求められた回帰直線の傾き 

 

6-2) 分析法バリデーションにおける評価項目 

 少なくとも 3回以上の繰り返し測定を別日に実施し、PCR増幅効率、直線性（検量線の回帰直線の R2

値）、各検量線用標準試料の逆回帰濃度の真度及び精度について評価することを推奨する。 

 検量線の回帰直線の傾きから求められた PCR 増幅効率（式 2）の平均値は 90％－110％（傾き-3.1 か

ら-3.6 の間）であることが望ましい。検量線の回帰直線の R2 値の平均値は 0.98 以上であることが望ま

しい。各検量線用標準試料の逆回帰濃度の真度及び精度の平均値は、事前設定した判定基準を満たすこと

が必要である。代替マトリックスを用いて検量線用標準試料を作成する場合には、真のマトリックスを用

いた場合の PCR増幅効率が上記の基準の範囲内にあることを確認することが望ましい。 

 

7. 真度・精度 

 qPCR法及び RT-qPCR 法の真度及び精度は、既知濃度の QC試料を用いて分析単位内および分析単位

間で評価するのが望ましい。QC試料の調製に用いるマトリックスは、核酸バイオマーカー（分析対象物

質）の内因性濃度に応じて、真のマトリックス、代替マトリックスのいずれかを選択することを推奨す

る。真のマトリックスを用いて QC 試料を調製する場合、ブランクマトリックス中の分析対象物質の内

因性濃度の分析を行う。 

 真度の算出には以下のいずれかの式を用いて実施する。式の選択に当たっては、バイオマーカーの特性

や評価する目的を考慮し、選択した式を一貫して用いることが望ましい。 

真度（%)＝(試料中分析対象物質濃度－内因性物質濃度) / 添加核酸標準物質濃度 ×100 

真度（%）＝試料中分析対象物質濃度 / （内因性物質濃度 + 添加核酸標準物質濃度）×100 

 

7-1) 分析法開発における留意点 

 分析法開発段階では、複数濃度の QC 試料を用いて、目的とする定量範囲における分析法の再現性を

確認することが推奨される。その際の QC 試料の濃度は、バリデーション試験を想定して、高濃度 QC
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（QC-H）は ULOQ の半分の濃度、中濃度 QC（QC-M）は検量線の中間付近の濃度、低濃度 QC（QC-

L）は LLOQの 2倍の濃度を目安として複数点設定することを推奨する。 

 

7-2) 分析法バリデーションにおける評価項目 

 真度・精度の評価は、代替マトリックスまたは真のマトリックスから調製された既知濃度の QC 試料

を用いて行うことができる。精度については、既知濃度の QC試料を用いた評価に加え、濃度が異なる実

試料を 2点（例：低濃度及び高濃度）用意し、その繰り返し測定による評価も実施することが望ましい。

真度・精度の評価のためのバリデーション試験では、各分析単位内で異なる 4点の既知濃度 QC試料（QC- 

LLOQ、QC-L、QC-M、QC-H、各濃度 n=3 以上）を用いて、異なる分析単位で異なる日に最低 3 回以

上測定を実施し、分析単位内並びに分析単位間の真度・精度が事前に設定した判定基準内になることを推

奨する。なお、異なる分析単位での繰り返し測定の回数（3回以上の数）については、標的とする核酸バ

イオマーカーの Context of useをふまえて事前に設定する。 

 

8. マトリックス効果 

 qPCR法及び RT-qPCR 法を用いた生体試料中の核酸バイオマーカー（分析対象物質）の定量において

は、PCR 阻害物質等の混入に起因するマトリックス効果を考慮することが重要である。また、測定対象

とする生体マトリックスの種類（組織、血液、尿等）に応じて、マトリックス効果の主な原因となりうる

PCR 阻害物質の種類並びにその含有量が異なることを考慮し、測定対象のマトリックスごとにマトリッ

クス効果を評価することが重要である。内標準物質を用いることにより、マトリックス効果の評価が容易

になる可能性がある。 

 組織由来の代表的な PCR 阻害物質としては、コラーゲン、メラニン、ミオグロビン等が知られており、

血液由来の阻害物質としては、ヘモグロビン、ヘマチン、免疫グロブリン G等が報告されている 20), 21)。

尿の場合は、尿素が PCR阻害効果を有することが報告されている 22)。生体試料由来成分以外にも、採血

時に使用する抗凝固剤（EDTAやヘパリン）、並びに核酸抽出過程で添加する試薬類（アルコール、フェ

ノール、界面活性剤等）の残留がマトリックス効果の原因として報告されている 23)。さらに、核酸類似

構造を有する抗ウイルス薬（e.g. アシクロビル）の混入による PCR 阻害効果についても報告がある 20), 

24)。分析法開発並びにバリデーション試験のいずれの段階においても、実試料中への上記 PCR阻害物質

の残留や混入に留意し、評価を実施することが望ましい。 

 

8-1) 分析法開発における留意点 

 信頼性の高い分析法の構築のためには、分析法開発段階において、実試料と同じマトリックスにおける

マトリックス効果の確認を行うことを推奨する。代替マトリックスを用いて、検量線用標準試料並びに

QC 試料を調製する場合にも、真のマトリックスを用いたマトリックス効果の有無の確認を行うことが望

ましい。qPCR法及び RT-qPCR 法におけるマトリックス効果の評価は、例えば以下の方法がある。真の

マトリックスから核酸抽出を実施し、その後既知量の核酸標準物質を添加した試料（試料①）、真のマト

リックスから核酸抽出を実施した試料（試料②）、試料①と同量の核酸標準物質を核酸希釈用緩衝液に添

加した試料（試料③）の定量値を用いて評価することが可能である。本評価では、各試料の測定は n=3以

上で行うことが望ましい。一般に、試料①の定量値と、試料②と③の定量値の合計との間に差異が無い場

合は、マトリックス効果が認められないと考えられる。一方、試料①の定量値が、試料②と試料③の合計
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値よりも少ないあるいは多い場合は、マトリックス効果があると考えられる。また検量線の傾きを指標に

して評価する方法もある。 

 マトリックス効果への対処法として、PCR 阻害物質の影響を軽減するためにマトリックスとして用い

る実試料の希釈を実施する、分析法に使用する試薬を変更する、（分析対象物質とは異なる）内標準物質

を利用する、核酸抽出法の改変を行う、等が考えられる。 

 

8-2) 分析法バリデーションにおける評価項目 

 10 個体の異なるブランクマトリックスそれぞれから核酸抽出を実施した試料、既知量の核酸標準物質

をそれら抽出液または核酸希釈用緩衝液に添加した試料を用いて、マトリックス効果を評価することが

推奨される。本評価では、基本的にマトリックス効果が認められないことが望ましい。実試料についてマ

トリックス効果が確認された場合でも、核酸の内標準物質を利用して内標準物質の測定値によるデータ

補正を実施した後の定量値から算出される真度が判断基準を満たす場合は、分析法の定量性に影響がな

いと考えて構わない。 

 

9. 平行性 

 qPCR法及び RT-qPCR 法を用いた核酸バイオマーカーの分析では、一般に試料の希釈を実施すること

で、生体試料中の PCR阻害物質（8.マトリックス効果を参照）の効果が軽減するため、実試料を用いた

平行性の評価が推奨される。実試料の希釈には、代替マトリックスまたは真のマトリックスを用いること

が可能であるが、希釈液の種類で評価内容が変わることに注意する。 

 代替マトリックスを希釈液として利用する場合、マトリックス効果の評価と同様、希釈による PCR阻

害物質の減少効果を評価することが可能である。希釈に真のマトリックスを使用する場合は、実試料中の

マトリックス由来 PCR 阻害物質の量は変わらないが、種々の濃度の分析対象物質が存在する条件下で、

共存する PCR阻害物質の定量値への影響を確認することが可能であり、分析対象物質として、核酸標準

物質と内在性物質との相違も評価しうる。 

平行性の評価では、高濃度の実試料を真のマトリックス又は代替マトリックス等を用いて、3段階以上

の希釈をした試料を調製し、希釈倍率に応じた定量値が得られることを確認する。 

 

10. 安定性 

 核酸バイオマーカーは、マトリックス中に存在するヌクレアーゼによる分解を受けやすいため、分析法

開発段階から分解酵素による分析対象物質の分解の可能性に注意する必要がある。分析対象物質の分解

が認められる場合には、市販の核酸安定化試薬の利用を推奨する。 

 バリデーション試験における安定性の評価では、真のマトリックスを用いて調製した QC 試料を用い

て「短期安定性（Bench top and Short term）」、「長期安定性（Long term）」、「凍結融解安定性（Freeze-

thaw）」の評価を行うことが必須である。加えて、実試料分析においては、前処理した実試料の保存や希

釈が想定されるため、前処理後の実試料の取り扱い方法に応じた内容で安定性（Processed sample 

stability）を評価することが望ましい（mRNAから逆転写した cDNA等を保管する場合が該当するケー

スもある）。これらの評価では、想定される実試料の概ねの濃度範囲で、低濃度及び高濃度の QC試料を

用いて安定性を確認することが推奨される。評価の繰り返し回数は最低 n=3 とする。凍結融解数として

は想定される回数以上、また短期安定性及び長期安定性に関しては実際に想定される試料の取扱期間以

上について評価することが推奨される。 
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 バイオマーカー分析においては、バリデーション時に入手できる試料が限られる場合もあるため、バリ

デーションを行う際には、入手可能な試料を用いて可能な範囲で安定性の評価を行い、実試料分析開始後

に、実試料を用いた安定性評価（incurred sample stability; ISS）等により確認することも可能である。

また、実試料の入手前時点での分析法バリデーションにおける安定性の評価には、代替核酸標準物質を添

加した試料も利用できるが、その場合は、対象とする濃度範囲の低濃度・高濃度における安定性評価に関

して、実試料分析開始後に、ISS等により確認することが重要である。 

 

11. 回収率 

 核酸バイオマーカー分析のための前処理法の回収率は、当該核酸バイオマーカーの Context of use に

基づき、一定の範囲内であることを分析法開発段階で確認することが望ましい。分析に用いる生体マトリ

ックスの特性上、回収率がばらつく傾向がある場合は、内標準物質を利用し、その測定値によるデータ補

正を実施することが望ましい。 

 

12. パーシャルバリデーション 5) 

 フルバリデーションを実施した分析法に関し、軽微な変更を施す場合には、パーシャルバリデーション

を実施する。パーシャルバリデーションで評価する項目は、分析法の変更の程度とその性質に応じて設定

する。 

 パーシャルバリデーションを実施する典型的な事例として、分析法の他施設への移管、分析機器の変

更、定量範囲の変更、分析に使用する試料量の変更、前処理法や分析条件の変更、試料の保存条件の変更、

希少なマトリックスの新たな使用、重要試薬のロット変更、等が挙げられる。  

 パーシャルバリデーションにおける判断基準には、原則として事前に設定したフルバリデーションの

判定基準と同様の基準を用いる。 

 

13. クロスバリデーション 5) 

 クロスバリデーションは、例えば、一つの臨床試験の試料を複数施設で分析を実施する場合や、異なる

プラットフォームの分析法間で定量値を比較する場合、実験施設が試験間で移転する場合等で実施する

5)。クロスバリデーションによる比較は、それぞれの分析法においてフルバリデーション又はパーシャル

バリデーションを実施した上で実施する。QC 試料及び実試料を分析し、QC 試料の各濃度の平均真度、

及び実試料の濃度の乖離度にて評価することが可能である。 

 クロスバリデーションの具体的な方法としては、例えば、室内及び室間再現精度を考慮し、低濃度、中

濃度、高濃度の各濃度で 3 回以上の繰り返し分析による QC 試料の平均真度に関し評価を行うことが可

能である。また、実試料による評価については、分析対象物質/マトリックスの特性に依存するが、試料

数は≧30 を目安とすることが可能であり、試料の選択に当たっては可能な範囲で濃度分布を考慮し、多

くの個体からの試料を含めることが望ましい。特に、疾患の重症度により試料マトリックスの組成が大き

く変動する場合は、QC 試料による評価のみでは分析法の性能を十分に評価することが困難であるため、

実試料を用いた評価が推奨される。実試料の分析回数は 1回でも良い。 

 

14. 実試料分析 5) 

 実試料とは、生体試料中濃度分析に供する試料のことである。実試料分析には、バリデーションによっ

て確立された分析法を用いる。実試料分析において、バリデーションで安定性が確認された条件下で実試
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料を取り扱い、安定性が確認された期間内に検量線用標準試料及び QC試料と共に実試料を分析する。 

 特記しない限り、バイオマーカーの用途・特性に合わせて、下記の項目（14-1～14-3）を実試料の分析

開始前に判定基準を設定し、試験計画書等に記載する。分析法バリデーションの実施結果によっては、実

試料分析の前に被験者試料を用いて分析法の確認を行うことが必要な場合がある。 

RNA が分析対象物質の場合には、実試料中の RNA の品質を電気泳動法あるいは分光光度法で評価す

ることを推奨する。 

 

14-1) 検量線 5) 

 検量線は、実試料中の分析対象物質の濃度を算出するために用いられる。実試料分析に用いる検量線

は、バリデーションで確立した方法によって、分析単位ごとに作成されることを推奨する。 

 回帰式から求められた検量線用標準試料の各濃度の真度を評価することで、実試料分析での分析法の

妥当性を評価する。実試料分析において、検量線用標準試料の LLOQ又はULOQが、事前に設定した判

定基準を満たさなかった場合には、これらの次の濃度の検量線用標準試料を、LLOQ又はULOQとして

もよい。  

 

14-2) QC試料 5) 

 QC試料は、検量線や実試料の分析に用いられた分析法の妥当性を評価するために分析され、分析単位

ごとに評価することが推奨される。真のマトリックス、代替マトリックスで希釈した真のマトリックス、

核酸標準物質を添加した真のマトリックス、核酸標準物質を添加した代替マトリックス等のバリデーシ

ョン時に設定した QC試料を、原則として 3濃度（低濃度、中濃度及び高濃度）用意し、分析単位ごとに

分析することを推奨する。また NTC 試料及び Extraction blank を同時に分析することが望ましい。真

のマトリックスの QC試料を用いることを、可能な範囲で考慮する。 

 代替マトリックスに核酸標準物質を添加した QC 試料のみを用いる場合に、同時に真のマトリックス

を用いた QC試料の分析を参考として追加で行う（判定基準には含めない）ことは、分析単位間や試験間

の比較をする際に、真の分析対象物質/マトリックス特有の有益な情報が得られる場合もあり、実施が望

ましい。分析法バリデーションで使用したのと同一の事前設定された判定基準値を用いて、QC試料の真

度を評価することで、実試料分析での分析法の妥当性を評価する。 

 

14-3) Incurred Sample Reanalysis（ISR） 5) 

 Context of use及び臨床評価項目としての位置づけに基づき、バイオマーカーを、医薬品を特徴づける

重要な評価に用いる場合等（例えば臨床試験後期におけるエンドポイント等として用いる場合）の際は、

代表的な臨床試験の試料を対象に、異なるマトリックスごとに ISRを実施することが推奨される。 

 安定性が保証された期間内に ISRを実施することが重要である。ISRを実施する実試料数は、1000を

超えない実試料数に対してその約 10%、1000 を超えた実試料数では、それに 1000の超過数に対して約

5%に相当する試料数を加えた数を目安とすることを推奨する。試料の濃度範囲については、実試料中の

バイオマーカーの濃度範囲を考慮して選択することが望ましい。乖離度を評価することで、実試料分析で

の分析法の妥当性を評価する。 

 

15. 注意事項 

15-1) 核酸吸着 
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 標的とする分析対象物質の内因性濃度が低い場合は、分析対象物質の実験器具への吸着が生じる可能

性がある。必要に応じて核酸低吸着仕様の実験器具を利用することが有用である。加えて、分析性能に影

響を与えない範囲内で、吸着防止を目的としたキャリアー核酸の活用を行うことも可能である。 

 

15-2) 市販キット 5) 

 核酸バイオマーカーの分析においては市販キットが用いられることがある。市販キットには、臨床検査

用に体外診断薬や医療機器として製造販売承認を受けたキットと、研究用キットがある。基本的に、市販

キットを使用する場合には、各標的バイオマーカーについて、施設ごとにバリデーションを実施する必要

がある。 

 臨床検査用キットに関しては、バイオマーカーの用途・特性に応じてケースバイケースで、バリデーシ

ョン項目や内容等について判断することができる。 

 研究用キットに関しては、キットに付属のバリデーション情報を利用することなく、フルバリデーショ

ンを行う。当該キットが当該バイオマーカーの用途・特性に合致するか（検量線範囲や特異性等）、十分

検討を行った上で利用を判断することが望ましい。キットの製造元が確認したキットの有効（使用）期限

に関する情報を参照しても良い。また研究用キットに付属の核酸標準物質については、その適切性を考慮

する。キットのロット変更の際には、ロット間において同一試料中の分析対象物質の定量値の差が許容で

きることを確認することが推奨される。また研究用キットは、入手できなくなる可能性があるため、代替

方法を考慮しておいたほうがよい。 

 

15-3) 再分析 5) 

 実試料の分析を開始する前に、実試料の再分析を実施する時の理由、繰り返し再分析をする回数、及び

報告する定量値の選択基準を、規定することが重要である。 

以下に、実試料を再分析する理由の具体例を示すが、下記の例には限らない。 

・検量線用標準試料、QC 試料等が、事前に設定した判定基準を満たさなかった場合 

・得られた濃度がULOQを超えている場合 

・最低濃度の検量線用標準試料が検量線から棄却されたことにより、変更後の LLOQ が他の分析単位に

比べて高くなった分析単位において、得られた濃度が変更後の LLOQよりも低い場合 

・分析機器の不具合が生じた場合 

・希釈して測定した実試料の濃度が LLOQよりも低い場合 

・実試料に関して、マトリックス効果等により増幅が得られなかった場合 

 再分析した試料については、その試料名、再分析の理由、最終的に採用した定量値、及び採用の妥当性

の考察（考察のために用いた情報を含む）等を記録すること。 

初回の分析結果で報告可能な結果が得られなかった場合（例えば、ULOQ を超える濃度、分析機器の

不具合）、1 回の再分析で十分である。定量値を確認する必要がある場合、使用可能な試料量があれば、

複数回の繰り返し分析を行うことが推奨される。 

 なお、臨床試験においては、被験者の安全性が試験のいかなる状況よりも優先される。したがって、調

査目的のため、特定の実試料の再分析を必要とする状況が起こり得る。 
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