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1. COVID-19診断用核酸増幅検査薬の性能評価

2. 緊急開発される核酸増幅検査薬の信頼性確保
に向けた取り組み

3. 新型コロナワクチンの輸送の影響に関する検証

本日の話題



企業名（五十音順） 反応原理
RNA抽出から
測定までの操作

RNA精製 *反応時間 増幅領域
プライマー
セット数

アークレイ PCR 手動 有 通常 N 1
栄研化学 等温増幅 手動 有，無 迅速 ORF1ab, N 2

MBL (医学生物学研究所) PCR 手動 有 通常 N 2
キヤノンメディカルシステムズ 等温増幅 手動 有 迅速 非公開 1

杏林製薬 PCR 手動 有 迅速 ORF1ab, E 2
シスメックス PCR 手動 有 通常 ORF1ab 1
島津製作所 PCR 手動 無 通常 N 2
タカラバイオ PCR 手動 無 迅速 N 2
タカラバイオ PCR 手動 無 迅速 N 2
ダナフォーム 等温増幅 手動 有 迅速 ORF1ab 1
東ソー 等温増幅 全自動 有 迅速 N 1
東洋紡 PCR 手動 有 通常 N 2
東洋紡 PCR 手動 無 通常 N 2

日本ベクトン・ディッキンソン PCR 全自動 有 通常 N 2
日本ベクトン・ディッキンソン PCR 全自動 有 通常 N 2
ビオメリュー・ジャパン PCR 全自動 有 通常 S, M 2
富士フイルム和光純薬 PCR 全自動 有 迅速 ORF1ab, S 2
富士フイルム和光純薬 PCR 手動 有 迅速 N 2
富士フイルム和光純薬 PCR 手動 有 迅速 N 2

プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, N 2
プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, N 2
プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, ORF8 2

プロメガ PCR 手動 有 通常 N 2
ベックマン・コールター PCR 全自動 有 通常 N, E 2
ホロジックジャパン 等温増幅 全自動 有 通常 ORF1ab 2

ライフテクノロジーズジャパン PCR 手動 有 通常 ORF1ab, S, N 3
ロシュ・ダイアグノスティックス PCR 手動 有 通常 N, E 2
ロシュ・ダイアグノスティックス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, E 2

緊急で使用許可を受けたCOVID-19診断用核酸増幅検査薬：28品目
（Nucleic acid Amplification Test: NAT検査薬）

*逆転写･増幅反応時間： １時間以内（=迅速）､1時間以上（=通常） 2020年7月末までに国内で使用許可されたNAT検査薬



COVID-19診断用NAT検査薬の緊急開発の経緯

1月10日 新型コロナウイルスの遺伝子配列が判明

1月14日 国内初感染者を確認

1月30日 ウイルスの分離に成功（感染研）

2月初旬 検査薬会社が開発に着手（厚労省の依頼）

3月 4日 「臨床検体パネル」配布を開始（感染研）

3月中旬〜 一定の基準を満たすNAT検査薬の使用を許可

2020年



COVID-19診断用NAT検査薬の使用許可の基準

使用許可の基準：

ü 陽性検体 9/10以上 を検出（低コピー検体を１つ落としてもよい）

ü 陰性検体 15/15 を不検出

陽性（10検体）

高コピー（100〜20,000コピー）

低コピー（10〜20コピー）

陰性（15検体）

体外診断薬

（薬事承認）

9品目

研究用試薬

（薬事未承認）

19品目

28品目が使用許可を取得（2020年7月末時点）

臨床検体パネル

ü 評価に用いられた臨床検体の数が限定的

ü 同一の臨床検体で評価されていない検査薬
が多く含まれる

：２検体

：８検体

（数量限定）



国内で用いられているCOVID-19診断用NAT検査薬の信頼性
を確認する目的で，

コピー数を規定した同一の試料（ウイルスRNA or 模擬ウイルス）

を用いて，一斉試験を実施．

概要

2） 「模擬ウイルス」を用いたNAT検査薬の一斉試験

1） 「ウイルスRNA」を用いたNAT検査薬の一斉試験



汎用測定装置 専用測定装置（全自動含む）

9キット 15キット

２） 模擬ウイルスを用いた試験

（28品目：各企業で実施）

汎用測定装置

13キット

一斉試験に供する核酸増幅検査薬の選定基準

臨床検体
数百μLを
直接投入

１） ウイルスRNAを用いた試験

（9品目：国立衛研で実施）

2020年3月〜5月

に使用許可

2020年3月〜7月

に使用許可



企業名（五十音順） 反応原理
RNA抽出から

測定までの操作
RNA精製

検体使用量

(µL)

反応系に持ち込む計

算上の検体量 (µL)

アークレイ PCR 手動 有 200 16
栄研化学 等温増幅 手動 有，無 140 23

MBL (医学生物学研究所) PCR 手動 有 100 25
キヤノンメディカルシステムズ 等温増幅 手動 有 140 12

杏林製薬 PCR 手動 有 140 12
シスメックス PCR 手動 有 140 23
島津製作所 PCR 手動 無 5 5
タカラバイオ PCR 手動 無 8 8
タカラバイオ PCR 手動 無 4.8 4.8
ダナフォーム 等温増幅 手動 有 140 23
東ソー 等温増幅 全自動 有 200 60
東洋紡 PCR 手動 有 140 9.3
東洋紡 PCR 手動 無 8 8

日本ベクトン・ディッキンソン PCR 全自動 有 750 48
日本ベクトン・ディッキンソン PCR 全自動 有 750 75
ビオメリュー・ジャパン PCR 全自動 有 300 （算出不可）

富士フイルム和光純薬 PCR 全自動 有 140 44
富士フイルム和光純薬 PCR 手動 有 140 12
富士フイルム和光純薬 PCR 手動 有 140 12

プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 300 30
プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 300 60
プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 150 15

プロメガ PCR 手動 有 140 14
ベックマン・コールター PCR 全自動 有 300 （算出不可）

ホロジックジャパン 等温増幅 全自動 有 360 92
ライフテクノロジーズジャパン PCR 手動 有 400 40
ロシュ・ダイアグノスティックス PCR 手動 有 200 40
ロシュ・ダイアグノスティックス PCR 全自動 有 400 216

緊急で使用許可を受けたCOVID-19診断用NAT検査薬：28品目



模擬ウイルスの概要

ü 「AccuPlex SARS-CoV-2 (full genome)」を採用（SeraCare社） ．

ü 感染リスクがないため，取り扱いが容易．

ü アルファウイルス（RNAゲノムを有するエンベロープウイルス）にSARS-
CoV-2のゲノム断片（〜4kb）を組み込んだ模擬ウイルス．

ü 組み込まれたゲノム領域が異なる複数の模擬ウイルスが作製されており，

全種類をあわせるとSARS-CoV-2の全ゲノム領域がカバーされる．
 ABOUT 

SERACARE

TRUSTED SUPPLIER 

TO DIAGNOSTIC 

MANUFACTURERS AND 

CLINICAL LABS FOR 

OVER 30 YEARS

HIGH-QUALITY 

CONTROL PRODUCTS, 

RAW BIOLOGICAL 

MATERIALS, AND 

IMMUNOASSAY 

REAGENTS

INNOVATIVE TOOLS 

AND TECHNOLOGIES 

TO PROVIDE 

ASSURANCE IN 

DIAGNOSTIC ASSAY 

PERFORMANCE AND 

TEST RESULTS

FOR MORE 

INFORMATION, PLEASE 

VISIT OUR WEBSITE: 

WWW.SERACARE.COM

LGC SeraCare’s AccuPlex recombinant material serves as a true full process molecular control for your 
diagnostic assays. Compatible with multiplexed RT-PCR and NGS-based assays, AccuPlex custom 
recombinant materials are constructed with a replication-deficient mammalian virus, producing a safe, 
non-infectious material (Figure 1 ). With a protein coat and lipid bilayer, these mammalian virus-based 
reference materials resemble the complexity of virus targets found in true patient samples. 

MOST ‘PATIENT SAMPLE-LIKE’ MATERIAL EVALUATES ENTIRE WORKFLOW 
Unlike RNA-spiked bu!er, or technologies that package viral RNA into a bacteriophage, the AccuPlex 
recombinant closely resembles the wild-type mammalian pathogenic virus. This enables the release 
of the viral genome at a similar rate to the wild-type virus during the nucleic acid sample preparation 
process. AccuPlex recombinant material mimics a real patient sample in your workflow, serving as a 
full-process control for your assay.

ACCUPLEX SOLVES ASSAY DEVELOPMENT CHALLENGES
If you’re developing diagnostics for emerging viral diseases and have the challenge of including safe, 
non-infectious controls in your test kit, partner with SeraCare’s talented R&D team to produce your 
custom AccuPlex recombinant virus material (DNA or RNA-based). Utilizing your sequences of interest 
and product specifications, we will develop a custom solution which meets your unique requirements.

ORDERING INFORMATION
To place an order, or learn more about our SARS-CoV-2 Quality Solutions, please contact us at 
+1.508.244.6400 and 800.676.1881 or email customerservice@seracare.com.

AccuPlex™ is a trademark of SeraCare Life Sciences, Inc. 
© 2020 SeraCare Life Sciences, Inc. All rights reserved. MKT-00520-03

FIGURE 1: 1) RNA sequence from the pathogenic virus of interest is chosen. 2) DNA synthesis and cloning 
occur to produce the recombinant RNA. 3) Recombinant RNA and helper RNA are co-transfected into the 
mammalian cells, allowing the encapsulation of recombined RNA. 4) Exocytosis of the mature enveloped 
non-infectious and replication deficient RNA virus containing the assay target RNA sequence of interest
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ウイルスRNAの調製

精製
ウイルスゲノムRNAウイルス溶液

（培養上清）

精製RNAのコピー数を計測
（デジタルPCR）

核酸抽出精製装置

SARS-CoV-2の
感染・培養

（TMPRSS2発現Vero細胞）

標準ウイルスRNA
2.0 X 108 コピー/ml

値付けの結果

食品衛生管理部

(バルク濃度：1.03 x1011/mL)

分注

200本（100 µL/tube）
-80℃保管



1） ウイルスRNAを用いた試験

2） 模擬ウイルスを用いた試験

各試験の概要

試薬/反応系
のみ

を評価

検体の持ち込みから
RNA抽出，試薬/反応系

までを含めた
検査系全体

を評価

汎用測定装置

専用測定装置

(全自動を含む)

汎用測定装置

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 
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国立衛研から各企業に

ブランドで送付（-80℃）

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 

Fu
lly a

u
to

m
a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 

 
 

 
Fu

lly a
u

to
m

a
ta

b
le o

n
 th

e Q
IA

cu
b

e 

模擬ウイルスの希釈系列（臨床検体に相当）

精製ウイルスRNAの希釈系列

濃度
（コピー/反応）

500 200 50 20 5 0

濃度
（コピー/mL）

43000 17000 4300 1700 430 170 0

反応系に
持ち込むRNA量は

キット間で同一

反応系に
持ち込む検体量は
キット間で異なる

精製カラム



PCR検査薬の核酸増幅の原理

5’ 3’

逆転写反応 プライマー

3’ 5’

ウイルスRNA

蛍光物質 クエンチャー

発光

プローブ

フォワード
プライマー

PCR反応

加水分解

リバース
プライマー

cDNA



企業名
（五十音順）

製品名
500

コピー
200

コピー
50

コピー
20

コピー
5

コピー
0

コピー

MBL
(医学生物学研究所)

MEBRIGHT SARS-CoV-2 キット 100% 100% 100% 100% 83% 0%

シスメックス
2019-nCoV検出

蛍光リアルタイムRT-PCRキット
100% 100% 100% 92% 67% 0%

島津製作所
2019 新型コロナウイルス検出試薬キット

（Ampdirect 2019-nCoV 検出キット）
100% 100% 100% 100% 100% 0%

タカラバイオ
SARS-CoV-2 Direct Detection

RT- qPCR Kit 100% 100% 100% 100% 67% 0%

ダナフォーム
SmartAmp 2019 

新型コロナウイルス検出試薬
100% 100% 100% 50% 33% 33%*

東洋紡
新型コロナウイルス検出キット

SARS-CoV-2 Detection Kit (N1, N2 set) 100% 100% 100% 83% 75% 0%

富士フイルム
和光純薬

SARS-CoV-2 RT-qPCR Detection Kit 100% 100% 100% 100% 92% 0%

プロメガ
GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System 
(研究用試薬／COVID-19専用PCR検査薬ではない)

100% 100% 100% 100% 67% 0%

ライフテクノロジーズ
ジャパン

TaqPath 新型コロナウイルス(SARS-CoV-2) 
リアルタイム PCR 検出キット

100% 100% 100% 83% 0% 0%

ü 検証したすべての核酸増幅検査薬は，50コピー/反応のウイルスRNAを100％
（12/12）の確率で「陽性」と判定した．

ü 本試験条件（今回の測定プレートと測定装置の組み合わせ）において，陰性コントロール
（0コピー/反応）の一部を「陽性」と判定するNAT検査薬を特定．

ウイルスRNAを用いた一斉試験の結果



企業名
（五十音順）

製品名
RNA
精製

反応系に持ち込
む計算上の検体

量 (µL)

43000
コピー/mL

17000
コピー/mL

4300
コピー/mL

1700
コピー/mL

430
コピー/mL

170
コピー/mL

0
コピー/mL

アークレイ i-densy Pack UNIVERSAL SARS-CoV-2 キット 有 16 100% 100% 100% 100% 83% 33% 0%

栄研化学
Loopamp®新型コロナウイルス2019(SARS-CoV-2)

検出試薬キット
有 23 100% 100% 100% 100% 83% 50% 0%

MBL(医学生物学研究所) MEBRIGHT SARS-CoV-2 キット 有 25 100% 100% 100% 100% 100% 100% 17%

キヤノンメディカルシステムズ 新型コロナウイルスRNA検出試薬 Genelyzer KIT 有 12 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0%

杏林製薬 SARS-CoV-2 GeneSoC ER 杏林 有 12 100% 100% 100% 100% 100% 33% 0%

シスメックス 2019-nCoV検出蛍光リアルタイムRT-PCRキット 有 23 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

島津製作所
2019 新型コロナウイルス検出試薬キット

（Ampdirect 2019-nCoV 検出キット）
無 5 100% 100% 100% 100% 83% 33% 0%

タカラバイオ SARS-CoV-2 Direct Detection RT-qPCR Kit 無 8 100% 100% 100% 67% 17% 0% 0%

タカラバイオ SARS-CoV-2 Direct Detection RT-qPCR Kit ver.2 無 4.8 100% 100% 100% 67% 0% 17% 0%

ダナフォーム SmartAmp 2019 新型コロナウイルス検出試薬 有 23 100% 100% 100% 100% 67% 33% 0%

東ソー
2019新型コロナウイルスRNA検出試薬

TRCReady SARS-CoV-2
有 60 100% 100% 100% 100% 67% 0% 0%

東洋紡 ジーンキューブ SARS-CoV-2 有 9.3 100% 100% 100% 100% 100% 83% 0%

東洋紡
新型コロナウイルス検出キット

SARS-CoV-2 Detection Kit-Multi
無 8 100% 100% 100% 100% 33% 33% 0%

日本ベクトン・ディッキンソン
BD MAX ExK TNA-3 セット及び

BD MAX PCR Cartridges の組み合わせ
有 48 100% 100% 100% 100% 17% 17% 0%

日本ベクトン・ディッキンソン BD マックス SARS-CoV-2 有 75 100% 100% 100% 83% 100% 83% 0%

ビオメリュー・ジャパン FilmArray 呼吸器パネル 2.1 有 （算出不可） 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

富士フイルム和光純薬 ミュータスワコ— COVID-19 有 44 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

富士フイルム和光純薬 SARS-CoV-2 RT-qPCR Detection Kit 有 12 100% 100% 100% 100% 83% 50% 0%

富士フイルム和光純薬 SARS-CoV-2 RT-qPCR Detection Kit ver.2 有 12 100% 100% 100% 100% 100% 83% 0%

プレシジョン・システム・サイエンス VIASURE SARS-CoV-2 PCR (ORF1ab gene, N gene) 有 30 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

プレシジョン・システム・サイエンス LeaDEA VIASURE SARS-CoV-2 Kit 有 60 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

プレシジョン・システム・サイエンス エリート MGB SARS-CoV-2 キット 有 15 100% 100% 100% 67% 100% 83% 0%

プロメガ
GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System
(研究用試薬／COVID-19専用PCR検査薬ではない)

有 14 100% 100% 100% 67% 33% 17% 0%

ベックマン・コールター Xpert Xpress SARS-CoV-2「セフィエド」 有 （算出不可） 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

ホロジックジャパン アプティマSARS-CoV-2 有 92 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

ライフテクノロジーズジャパン
TaqPath 新型コロナウイルス(SARS-CoV-2) 

リアルタイム PCR 検出キット
有 40 100% 100% 100% 100% 100% 83% 0%

ロシュ・ダイアグノスティックス LightMixR Modular SARS and Wuhan CoV E-gene, N gene 有 40 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

ロシュ・ダイアグノスティックス cobas SARS-CoV-2 有 216 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

模擬ウイルスを用いた一斉試験の結果





1. COVID-19診断用核酸増幅検査薬の性能評価

2. 緊急開発される核酸増幅検査薬の信頼性確保
に向けた取り組み

3. 新型コロナワクチンの輸送の影響に関する検証

本日の話題



l 夾雑物を含む試料を用いた試験

6 QIAamp DSP Viral RNA Mini Kit Handbook   03/2012 
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ウイルスRNA溶液 模擬ウイルス溶液

公表済み

l 夾雑物を含まない試料を用いた試験

or

検査薬の性能評価

2021年2月26日
プレスリリース

宿主由来 ：宿主核酸、ヌクレアーゼなど

輸送液由来：変性剤、色素など
夾雑物

生体試料（唾液等）

ウイルス 輸送液

反応系に含まれる夾雑物の影響に関する検討



60 µL
（溶出量）

5 µL（使用量）

検体
140 µL

10 µL（使用量）

処理液
5 µL添加

90℃, 5分

「粗抽出RNA」を用いる簡易抽出検査薬

（精製なし）

「精製RNA」を用いる検査薬

（精製あり）

ウイルス溶解液
560 µL添加

10 µL
（処理検体量）

検体
5 µL

RNA精製

精製カラム

宿主由来 ：宿主核酸、ヌクレアーゼなど

輸送液由来：変性剤、色素など
夾雑物

生体試料（唾液等）

ウイルス 輸送液

反応系に含まれる夾雑物の影響に関する検討



企業名（五十音順） 反応原理
RNA抽出から

測定までの操作
RNA精製 *反応時間 増幅領域

プライマー
セット数

アークレイ PCR 手動 有 通常 N 1
栄研化学 等温増幅 手動 有, 無 迅速 ORF1ab, N 2

MBL (医学生物学研究所) PCR 手動 有 通常 N 2
キヤノンメディカルシステムズ 等温増幅 手動 有 迅速 非公開 1

杏林製薬 PCR 手動 有 迅速 ORF1ab, E 2
シスメックス PCR 手動 有 通常 ORF1ab 1
島津製作所 PCR 手動 無 通常 N 2
タカラバイオ PCR 手動 無 迅速 N 2
タカラバイオ PCR 手動 無 迅速 N 2
ダナフォーム 等温増幅 手動 有 迅速 ORF1ab 1

東ソー 等温増幅 全自動 有 迅速 N 1
東洋紡 PCR 手動 有 通常 N 2
東洋紡 PCR 手動 無 通常 N 2

日本ベクトン・ディッキンソン PCR 全自動 有 通常 N 2
日本ベクトン・ディッキンソン PCR 全自動 有 通常 N 2

ビオメリュー・ジャパン PCR 全自動 有 通常 S, M 2
富士フイルム和光純薬 PCR 全自動 有 迅速 ORF1ab, S 2
富士フイルム和光純薬 PCR 手動 有 迅速 N 2
富士フイルム和光純薬 PCR 手動 有 迅速 N 2

プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, N 2
プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, N 2
プレシジョン・システム・サイエンス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, ORF8 2

プロメガ PCR 手動 有 通常 N 2
ベックマン・コールター PCR 全自動 有 通常 N, E 2

ホロジックジャパン 等温増幅 全自動 有 通常 ORF1ab 2
ライフテクノロジーズジャパン PCR 手動 有 通常 ORF1ab, S, N 3
ロシュ・ダイアグノスティックス PCR 手動 有 通常 N, E 2
ロシュ・ダイアグノスティックス PCR 全自動 有 通常 ORF1ab, E 2

緊急で使用許可を受けたCOVID-19診断用NAT検査薬：28品目



N=563施設

33 %

25 %

10 %

9 %

1 %1 %

検査施設が採用する核酸抽出法

21 %

ダイレクト法

カラム法

専用システム

簡易抽出（LAMP法に使用可能）

イソプロ

不明

磁性ビーズ

厚生労働省委託事業 「新型コロナウイルス感染症のPCR検査等にかかる精度管理調査業務」報告書を改変

（東海大学 宮地勇人先生）

「粗抽出RNA」を用いる簡易抽出検査薬

（精製なし）



60 µL
（溶出量）

5 µL（使用量）

検体
140 µL

10 µL（使用量）

処理液
5 µL添加

90℃, 5分

「粗抽出RNA」を用いる簡易抽出検査薬

（精製なし）

「精製RNA」を用いる検査薬

（精製あり）

ウイルス溶解液
560 µL添加

10 µL
（処理検体量）

検体
5 µL

RNA精製

精製カラム

宿主由来 ：宿主核酸、ヌクレアーゼなど

輸送液由来：変性剤、色素など
夾雑物

ü 夾雑物の除去が可能

ü RNAの濃縮が可能

ü 多くの量の検体を反応系に持ち込むことが可能

ü ひとつのチューブで前処理が完了

ü 簡便･時短･安全

ü 検査所で高いニーズ

反応系に含まれる夾雑物の影響に関する検討

夾雑物を含む検体を用いた検証 → 簡易抽出検査薬に関する留意事項を明確化

（偽陰性の低減）
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ヒト核酸（＋）
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ウイルスRNA
コピー数

ほぼ
ヒト核酸

シークエンス解析

ヒト
ヒト以外

ヒト核酸（-）

Ct値が大きく低下
（検出感度の低下）

臨床検体中のヒト核酸の割合 パイロット検証

プライマーとヒト核酸の交差性が核酸増幅反応に与える影響を明確化
（偽陰性の低減）

反応系に含まれる夾雑物の影響に関する検討（宿主核酸）



Organisms Division Genus/Species WHO EUL U.S. EUA
SARS-CoV-2 VRL（ウィルス）
Human coronavirus 229E VRL（ウィルス） + +
Human coronavirus OC43 VRL（ウィルス） + +
Human coronavirus HKU1 VRL（ウィルス） + +
Human coronavirus NL63 VRL（ウィルス） + +
SARS-coronavirus VRL（ウィルス） + +
MERS-coronavirus VRL（ウィルス） + +
Adenovirus VRL（ウィルス） + +
Human Metapneumovirus (hMPV) VRL（ウィルス） + +
Parainfluenza 1 - 4 VRL（ウィルス） + +
Influenza A VRL（ウィルス） + +
Influenza B VRL（ウィルス） + +
Enterovirus VRL（ウィルス） + +
Respiratory Syncytial Virus VRL（ウィルス） + +
Rhinovirus VRL（ウィルス） + +
Chlamydophila pneumoniae BCT（バクテリア） Species（種） + +
Haemophilus influenzae BCT（バクテリア） Species（種） + +
Legionella pneumophila BCT（バクテリア） Species（種） + +
Mycobacterium tuberculosis BCT（バクテリア） Species（種） + +
Streptococcus pneumoniae BCT（バクテリア） Species（種） + +
Streptococcus pyogenes BCT（バクテリア） Species（種） + +
Bordetella pertussis BCT（バクテリア） Species（種） + +
Mycoplasma pneumoniae BCT（バクテリア） Species（種） + +
Pneumocystis jirovecii (PJP) PLN（植物・真菌類など） + +
Influenza C VRL（ウィルス） +
Parechovirus VRL（ウィルス） +
Candida albicans PLN（植物・真菌類など） + +
Corynebacterium diphtheriae BCT（バクテリア） Species（種） +
Legionella (non-pneumophila) BCT（バクテリア） Genus（属） +
Bacillus anthracis (Anthrax) BCT（バクテリア） Species（種） +
Moraxella catarrhalis BCT（バクテリア） Species（種） +
Neisseria elongata and Neisseria 
meningitidis BCT（バクテリア） Species（種） +
Pseudomonas aeruginosa BCT（バクテリア） Species（種） + +
Staphylococcus epidermidis BCT（バクテリア） Species（種） + +
Streptococcus salivarius BCT（バクテリア） Species（種） + +
Leptospira sp. BCT（バクテリア） Genus（属） +
Chlamydophila psittaci BCT（バクテリア） Species（種） +
Coxiella burnetii (Q-Fever) BCT（バクテリア） Species（種） +
Staphylococcus aureus BCT（バクテリア） Species（種） +

関連生物種核酸とプライマーの交差性に関する検討

ü呼吸器に由来する検体
に存在しうる生物

ü COVID-19と似た症状
を引き起こす生物

ヒトコロナウイルス



プライマー設計の指針（WHOおよびFDA緊急使用許可ガイダンス）

関連生物種の核酸配列との相補性80％以上で「交差反応の可能性あり」

→ ウェット検証（実際にPCRをかけて増幅しないことを確認する）

【現状】

交差性85% （17/20塩基）

交差性60% （12/20塩基）

【課題】

ü 現在の基準では，理論的にどのプライマーも関連生物種核酸に相当数ヒットする．

ü 実際に検査に用いられているプライマーについても，相当数ヒットする．

• 「交差性（相補性）」の定義があいまい（ミスマッチに加え，バルジ構造を考慮する必要性がある）

• BLASTでは正確な検索は原理的に不可 → 膨大な検索漏れが生じている.

Fwプライマー

Rvプライマー

ミスマッチ バルジ構造（デリーション）

バルジ構造（インサーション） 関連生物種核酸

関連生物種核酸とプライマーの交差性に関する検討



塩基長 0 MM 1 MM 2 MM 3 MM 4 MM 5 MM 6 MM

22 ＜10-1 ＜10-1 ＜10-1 0.4 5.3 58 490 

21 ＜10-1 ＜10-1 0.1 1.3 18 178 1425 

20 ＜10-1 ＜10-1 0.2 4.4 57 543 4072 

19 ＜10-1 ＜10-1 0.9 15 181 1629 >104

18 ＜10-1 0.1 3.2 51 572 4801 >104

17 ＜10-1 0.5 11 169 1778 >104 >104

プライマーと関連生物種核酸の相補結合部位の数（理論値）

MM：ミスマッチ

相補結合部位の数
の理論値 n          X =

4
× ×n          m          3m

ミスマッチの数関連生物種核酸の総塩基長

C
1.58 108×

相補性80％以上の結合部位

低く見積もっても

現在の基準では，理論的にどのプライマーも関連生物種核酸に相当数ヒットする

プライマーの塩基長



③ 検索条件を入力

① プライマー配列を入力

② 検索したいデータベースを選択

➃ 結果が表示される

＋
関連生物種ゲノムデータベース

の構築（国立衛研）
漏れのない検索エンジン：GGGenome
（ライフサイエンス統合データベースセンター）

COVID-19診断用プライマー交差性解析システムの整備・公開
（2020年5月29日プレスリリース）

正確･迅速･簡便



各国で設計された国家プライマーのほとんどが交差性80％以上になることを確認済み

COVID-19診断用プライマー交差性解析システムの整備・公開
（2020年5月29日：プレスリリース）

開発国
プライマー
の名称

プライマー
の長さ

ヒット配列の数
ヒット配列の例

（相補結合領域のアライメント）

ヒットした生物種

ミスマッチ数

交差性0 1 2 3 4

フランス

FR-Pasteur nCoV_
IP2-12669Fw 18 0 1 17 290 3969

FR-Pasteur nCoV_
IP2-12759Rv 18 0 2 26 464 5583

FR-Pasteur nCoV_
IP4-14059Fw 19 0 0 11 153 1685

FR-Pasteur nCoV_
IP4-14146Rv 20 0 0 2 15 313

FR-Pasteur nCoV_
IP4-14059Fw 19 0 0 30 726 13580

ニューモシスチス
3

83％

インフルエンザ
2

89％

コロナOC43
2

89％

マイコプラズマ
4

80％

レジオネラ
ミスマッチ1+ 挿入1

89％

GGTAACAGGTA-GATTTCG NZ_KL370759.1

|||||| |||| |||||||

GGTAACTGGTATGATTTCG Primer(+鎖)

ATGAGGTTATTCCAGTTG NW_017264787.1
||||| ||| ||| ||||
ATGAGCTTAGTCCTGTTG Primer(+鎖)

ACAACACAACCAAAGGAG NC_002017.1 
|||||||||| || ||||
ACAACACAACAAAGGGAG Primer(-鎖)

GGTAAATGGTATGATTTTG NC_006213.1

||||| ||||||||||| |

GGTAACTGGTATGATTTCG Primer(+鎖)

CTTAAATTCACCTTTACCAG NC_000912.1
| || ||| ||||| |||||
CCTATATTAACCTTGACCAG Primer(-鎖)

ミスマッチ
のみ

ミスマッチ
+ バルジ

ü そもそも「交差性80％」に科学的根拠はない
ü そもそも片方のプライマーだけがヒットしただけでは増幅しない

ウェット検証を求める基準の明確化
• 交差性の基準は何パーセントが妥当か
• ヒットした位置関係の検討（増幅領域の長さ）



COVID-19診断用NAT検査薬の緊急開発の経緯

ü 臨床検体および分離ウイルスの入手が困難

ü ウイルスの危険性が未知のため，開発企業は安全面の対応に苦慮

ü インビトロ転写RNAであれば早期に入手可能

感染拡大初期の段階

1月10日 新型コロナウイルスの遺伝子配列が判明

1月14日 国内初感染者を確認

1月30日 ウイルスの分離に成功（感染研）

2月初旬 検査薬会社が開発に着手（厚労省の依頼）

3月 4日 「臨床検体パネル」配布を開始（感染研：数量限定）

3月中旬〜 一定の基準を満たすNAT検査薬の使用を許可

2020年



インビトロ転写RNA（部分配列）

ウイルスゲノムRNA（全長）

不活化ウイルス

培養ウイルスの不活化

ウイルス培養系の確立

臨床検体

ゲノム配列の解読
合成DNA（部分配列）

5’ 3’

ORF1ab S E N

＋

＋

＋

生体試料（唾液等）

①

②

③

④

インビトロ転写RNAスパイク検体による性能評価の手法・適切性を検証

生体試料（唾液等）

生体試料（唾液等）

必要な条件

直後

3週間

開始可能時期

3週間

陽性検体の確保 ２ヶ月

擬似検体

性能評価に用いる検体の検討



ü 反応系に含まれる夾雑物の影響に関する検討
ü 関連生物種核酸とプライマーの交差性に関する検討
ü 性能評価に用いる検体の検討

ü 緊急開発されたNAT検査薬の一斉性能評価

ü 主要開発企業との面談（約10社），NAT検査薬の包括的調査（約30キット）

ü 課題・懸念点の洗い出し

【準備状況】

ü プライマーの品質 : 製造過程でのコンタミ

ü プライマーセットの数 : 5品目は1セットのみ

ü 構成試薬の数 : 3品目はプレミックスなし

ü 核酸増幅の内部標準 : 10品目は内部標準なし

ü 判定方法，基準 : 設定基準が多様

ü 反応原理 : 偽陽性が起こりやすい検査薬の特定

【検討事項】

l ウェット研究

l ドライ研究（文書作成）

緊急開発されるNAT検査薬の信頼性確保に関する留意事項の取りまとめ



1. COVID-19診断用核酸増幅検査薬の性能評価

2. 緊急開発される核酸増幅検査薬の信頼性確保
に向けた取り組み

3. 新型コロナワクチンの輸送の影響に関する検証

本日の話題



コミナティの輸送の影響に関する検証

超低温冷凍庫（-80℃）を備えた拠点から接種会場への輸送については，

通常，「2℃〜8℃で3時間以内」に輸送することとされている．

2013年2月13日

朝日新聞 朝刊

超低温冷凍庫
（-80℃）

保冷バック
（2℃〜8℃）
で３時間以内



カチオン性脂質

リン脂質

PEG修飾脂質

コレステロール

mRNA in 水溶液

溶液の極性を高めていく

脂質 in エタノール溶液

混合

mRNAワクチン = mRNA搭載脂質ナノ粒子



混合

分解

＋

カチオン性脂質

リン脂質

PEG修飾脂質

コレステロール

mRNA in 水溶液

mRNAワクチン = mRNA搭載脂質ナノ粒子





*群 時間
輸送開始時
の状態

輸送中
の状態

梱包（温度）

1 (N=1) 0 凍結（輸送なし） 超低温冷凍庫で保管（-80℃）

2 (N=3) 3 解凍 解凍 保冷バッグ（2-8℃）

3 (N=3) 3 凍結 凍結→解凍 保冷バッグ（2-8℃）

4 (N=3) 6 解凍 解凍 保冷バッグ（2-8℃）

5 (N=3) 6 凍結 凍結→解凍 保冷バッグ（2-8℃）

6 (N=3) 6 凍結 凍結 ドライアイス詰め輸送容器（-80℃）

ü 国内の状況に合わせた条件（2℃〜8℃，3時間以内）を念頭に，路上輸

送試験を実施．

ü 3時間の輸送に加えて，6時間の輸送を検証．「解凍してから輸送」する

条件に加え，「解凍しながら輸送」についても検証．

ü コミナティに含まれるmRNAの解析（キャピラリーゲル電気泳動）ならびに

タンパク質発現解析（ウェスタンブロット）を実施．

輸送検証試験：概要

*同一ロットのコミナティ筋注のバイアルを計16本使用．



10:007:00 13:00 16:00

群2
溶かした後

3時間

-80℃（超低温冷凍庫）

4℃（冷蔵庫） 4℃（保冷バッグ） -80℃

4℃（冷蔵庫） 4℃（保冷バッグ）

-80℃（超低温冷凍庫） 4℃（保冷バッグ）

-80℃（超低温冷凍庫） -80℃（ドライアイス詰め輸送箱）

-80℃（超低温冷凍庫） 4℃（保冷バッグ） -80℃

輸送開始
3時間前

輸送
開始

輸送後
3時間

輸送後
6時間（終了）

群3
溶かしながら

3時間

群4
溶かした後

6時間

群5
溶かしながら

6時間

群6
凍結のまま

6時間

群1
凍結のまま
輸送なし

-80℃

-80℃

-80℃

輸送検証試験：概要



走行道路 時間（概算） 距離（概算）

一般道 1:50 39.4 ㎞

高速道 0:40 33.4 ㎞

一般道
(国立衛研周辺)

微調整 微調整

計 3:00 72.8 +α ㎞

前半ルート（一般道）

後半ルート（高速道）

ü 国立衛研（川崎市川崎区殿町）を起点に，
横浜方面を走行．

ü 車内と保冷バッグ内の温度をロガーで記録．

ü 輸送開始から3時間後と6時間後に，国立衛
研において輸送試験後のバイアルを回収．

ü 実際にコミナティの輸送を担う業者が，実際

に輸送に用いる車種で輸送を実施．

実際の輸送よりも長時間＆長距離

輸送検証試験：走行ルート



輸送試験に使用した車両と保冷バッグの外観
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体内 筋細胞

スパイクタンパク質

新型コロナウイルスの
スパイクタンパク質
をコードするmRNA

コミナティ
（mRNAワクチン）

核

脂質ナノ粒子

免疫応答

抗原提示
細胞

翻訳

１．全長mRNA含量の解析

コミナティからmRNAを抽出し，全長
を維持したmRNAの含量をキャピラ
リーゲル電気泳動で評価．

２．スパイクタンパク質の発現解析

コミナティをヒト由来培養細胞に添加
し，発現するスパイクタンパク質の量
をウェスタンブロットで評価．
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（製品添付文書より）

変性アガロースゲル

キャピラリーゲル電気泳動による全長mRNA含量の解析
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今回の輸送条件では，全長mRNAの含量
に対する影響は観察されない．

キャピラリーゲル電気泳動による全長mRNA含量の解析
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ウェスタンブロットによるスパイクタンパク質の発現解析
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今回の輸送条件では，スパイクタンパク質の発現
に対する影響は観察されない．



翻訳領域 ポリA

液体クロマトグラフィー質量分析

切断切断

配列解析

mRNA全長のサイズ

オンチップ
電気泳動

キャップ効率 PolyAの長さ

キャピラリー
ゲル電気泳動

濃度

分光測定
抗原抗体
反応

二次構造

塩基配列（修飾を含む）

核酸配列編集

塩基配列

cDNA

逆転写mRNA製品

キャピラリー
ゲル電気泳動

3’UTR5’UTR

切断

キャップ
構造

mRNA医薬の品質評価に関する研究



1. 正確･迅速･簡便なプライマー交差性解析システムを整備・公開した．

2. 早期に開発･許可されたCOVID-19診断用NAT検査薬の一斉試験を

実施し，一定の信頼性があることを確認した．

3. プレートと装置の組み合わせにより，一定の割合で偽陰性が生じる

検査薬を特定した．

4. 「緊急開発されるNAT検査薬の信頼性確保に関する留意事項」の文

書化を念頭に，夾雑物や交差性などに関する検討をおこなっている．

5. 新型コロナワクチンの輸送の影響に関する検証を行い，今回の輸送

条件では顕著な影響はないことを示した．

6. 「mRNAワクチン（mRNA医薬）の品質評価に関する考慮事項」の文書

化を念頭に，分析法や評価項目に関する検討をおこなっている．

まとめ




