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平成２８年度厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業） 
地方衛生研究所における病原微生物検査に対する外部精度管理の導入と継続的実施に必要な 

事業体制の構築に関する研究（H28-健危-一般-002） 
分担研究報告書 

 
1.精度保証の手法を取り入れたウイルス遺伝子検査法の研修 

 
研究分担者 木村 博一       国立感染症研究所感染症疫学センター第 6室長 
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研究協力者 水越 文徳       栃木県保健環境センター 
      小渕 正次       富山県衛生研究所 
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      清水 英明       川崎市健康安全研究所 
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研究要旨 

精度保証の手法を取り入れたウイルス遺伝子検査(ノロウイルス(NoV)リアルタイム PCR 法および NoV
シークエンス・分子系統樹解析)に関する研修を行った。研修受講者は 23 名で、地方衛生研究所在籍歴
は、7 か月～10 年 7 か月であった(平均±標準偏差: 3 年 2 か月±2 年 3 か月)。研修受講者は、同一試
薬・同一機器を用い、3日間連続で、リアルタイム PCR 法による標準曲線作成および試料中の NoV 遺伝
子コピー数の定量を行った。また、GII.4 の PCR 産物を用い、シークエンスおよび系統樹解析も行い、
塩基配列の正確度や系統樹の精密度に関する研修も行った。本研究において、リアルタイム PCR 法では、
最小測定感度の確保、標準曲線の精確度、試料定量の精確度ならびに陰性対照の精確度を各々1点とし、
シークエンス・系統樹解析においては、PCR の精確度、シークエンスの精確度ならびに系統樹の精確度
を各々1点とし、合計 8点で受講者の個別評価(A～D 評価)も行った。さらに、実習終了後、実習レポー
ト提出および受講者の個別面談を行い、本研修内容における技術的な助言および指導も行った。本研修
における受講者の評価は A 判定(7 点以上)が 3 名、B 判定(5～6 点)が 17 名ならびに C 判定(4～5 点)が
3 名であった。今後、さらに本研究を発展させ、地研におけるウイルス検査精度の確保・改善に資する
詳細な検討と研修を行う必要があると思われる。 

 
Ａ．研究目的 
 地方衛生研究所(地研)は、各自治体における科
学的・技術的中核機関として位置づけられている。
よって、国民の健康危機管理にかかわる各法律に
定める自治体の行政検査には高い精度が求めら
れる。さらに、平成 27 年には、感染症法の改正
に伴い、同法における感染症発生動向調査病原体
検査においても検査結果の精度保証がなされた
行政検査を行うことが義務付けられた。このよう
な背景から、地研においては、精度保証の手法を
取り入れた病原体検査を行うことが必要不可欠
になっている。 

近年、病原微生物の検出・同定検査には遺伝子
学的手法が幅広く取り入れられている。その中で
も、特にリアルタイム PCR 法とシークエンス・分
子系統樹解析は、種々のウイルス遺伝子の精密な
検出および定量や検出された遺伝子の詳細な遺
伝学的特性を把握する上で重要な検査法と位置
付けられている。実際、これらの方法は、ノロウ

イルス、インフルエンザウイルスおよび麻疹ウイ
ルスなどの多くのウイルス感染症の検査診断法
として、地研で多用されている。これらの検査診
断における精度保証は、各機関における検査精度
の確保・向上のみならず、地研全体での検査水準
の確認および確保のためにも必要であることは
いうまでもないことと思われる。しかし、我が国
において、精度保証の手法を取り入れた病原体検
査に関する研修は、ほとんど行われていないのが
現状である。今回、このような背景から、精度保
証の手法を取り入れたウイルス検査診断技術に
関する研修を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
1)対象 
国立保健医療科学院・国立感染症研究所共同主

催・短期研修ウイルス研修受講者 23 名を本研究
の対象とした。対象の地研在籍歴は、7 か月～10
年 7 か月であった (平均±標準偏差：3 年 2 か月



 

14 

±2年 3か月)。23 名中、都道府県から 17 名、政
令指定都市から 4名、中核市から 2名参加してお
り、そのうち 18名は、NoV の行政検査の経験を有
していた。なお、各受講者に対し、本研究への参
加ならびに研修で得られたデータを秘匿化して
使用することに関し、口頭で同意を得ている。 
 
1)研修事前試験 

まず、研修 3週間前に同一ロット由来の試薬お
よび試料の調整および分注をおこない、凍結保存
をした。さらに研修 2週間前に実務経験 5年 7か
月の衛生研究所常勤職員が、研修用テキストに従
い、3 日間連続で事前試験を実施した。なお、本
試験は研修用に分注した試薬および研修で使用
する機器を使用し、同一測定位置で試験を行った。
また、本研修に用いる実習書の作成も新たに行っ
た。 
2)精度保証に関する知識および解析法の習得 
 本研究においては、検査診断実習に先立ち、法
令に基づく、精度保証に関する必要かつ重要な知
識の習得や検査データの統計学的解析に関する
基礎知識に関する講義を行った(実質 3時間)。ま
た、この講義を基に、実習期間中、実習手技や知
識に関する補足の講義を実習前あるいは実習終
了後に連日行った。 
3)NoV リアルタイム PCR 法 

公定法を基にした研修用テキストおよび同一
分注試薬・試料および同一機器を用いて、研修生
ごとに 3重測定を行った。事前試験と同様に、同
一機器の同一測定位置で、3 日間連続測定した。
連日、検量線を作成し、相関係数 (R2)、変動係数 
(CV)、試料定量の精確度について評価を行った。 
4) NoV シークエンス・分子系統樹解析 
 リアルタイム PCR と同様に、同一分注試薬・試
料、同一機器を用いて試験を行った。COG2F およ
び G2-SKR をプライマーとして用い、常法による
PCR 増幅をおこない、ダイレクトシークエンス法
により塩基配列を決定した。得られた塩基配列に、
あらかじめ配布した参照株の塩基配列を加え、最
尤法による系統樹作成を行った。解析した塩基配
列および系統樹の精確度を評価した。 
5)解析データの個別評価 

得られたデータを以下の 6項目、i)標準曲線の
精確度(CV<5%、R2>0.99、10copies/assay) (各 1
点合計 3 点)、ii)試料定量の精確度(CV<5%以下) 
(1 点)、iii)陰性対照の精確度 (1 点) 、iv)シー
クエンス PCR の精確度 (1 点)、v)シークエンスの
精確度 (1 点)、vi)系統樹の精確度 (1 点)、合計
8点として判定を行った。7点以上を A評価、5～
6 点を B 評価、4～5点を C 評価、4点未満を D 評
価とした。さらに、実習終了後には、個別面談を
行い、技術的な助言および指導も行った。また、

本研修のレポート提出ならびにアンケート調査
も行った。 
 

Ｃ．研究結果 
1) 事前試験結果 
結果を図 2に示す。被験者による事前試験にお

いて、3 日とも NoV リアルタイム PCR 法における
標準曲線の相関係数(R2)は 0.99 以上であった。ま
た、検量線の各コピー数における CV はすべて 5%
以下であった。試料定量値の日差変動も 5%未満で
あり、研修に使用する検査試薬・機器には問題が
ないと判断した。 
2)NoV リアルタイム PCR 法における標準曲線およ
び試料解析結果 

 各受講者の検量線の結果を図 3に示す。受講者
23 名のうち、初日に 2名、2日目に 1名に、標準
物質や試料をプロトコルと異なった well に添加
したため、検量線を作成することができなかった
ため、データ解析から除外した。また、初日 8名、
2 日目あるいは 3 日目に 5 名が作成した標準曲線
において、R2が 0.99 未満であった。図 3 に示す
ように、作成した標準曲線において、低濃度ほど
研修者間の Ct値のばらつきを認めていた。103コ
ピー/well 以上ではすべての研修生で蛍光シグナ
ルを認めていたが、102コピー/well では 2人の研
修生が 1well で蛍光シグナルを認めなかった。さ
らに 101 コピー/well で、多くの研修生が蛍光シ
グナルを検出できなかった(図 4)。なお、試料の
定量に関してはすべての研修生で CV<5%であった。
陰性対照において、実験室内コンタミネーション
は、図 5のように 3日目に多くみられた。 
3) NoV シークエンス・分子系統樹解析 
 全 23 名中、20 名ではシークエンス解析による
塩基配列に問題は認められなかった。3 名中、2
名ではプライマー配列のトリミングをしておら
ず、1 名にリードミスがみられた。系統樹の作成
は、すべての受講者で問題はみられなかった。 
4) 解析データの個別評価 
 全 23 名中、A 判定(7 点以上)が 3 名、B 判定(5
～6点)が 17名ならびに C判定(4～5点)が 3名で
あった。提出された実習レポートを基に、全ての
研修者に、個別面談を行い、本実習において、細
部にわたる問題点の列挙と問題点の技術的解決
に関する助言および指導を行った。さらに、各受
講者の同意を得て、研修終了後、各施設にて、本
研修と同じ手法でNoVリアルタイムPCR法の再実
験・解析を行うとともにデータの還元により、研
修後の成果を再評価することとした。 
5)アンケート調査結果 
 多くの研修者から、研修前後における技術なら
びに知識水準の向上とともに、本研修により、今
まで行っていた手技を見直すことができたとい
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う回答が得られた。 
 
Ｄ．考察 

本研究においては、精度保証の手法を取り入れ
たノロウイルス遺伝子検査法に関する研修を行
った。その結果、本研修により、ほとんどの受講
者において、NoV 検査法の精度保証に関する知識
の理解や実験手技の水準が向上したと思われた。 

本研究に適用したノロウイルス遺伝子解析法
は、地研において、既に確立されている方法であ
り 1)、ほとんどすべての地研において、行政検査
のみならず、ノロウイルス感染症の分子疫学に関
する調査研究にも用いられていると思われる。よ
って、適切な技術を基盤とし、かつ一定期間の経
験を有する技術者であれば、今回の解析項目にお
いては適切なデータが得られると思われる。本研
修においては、NoV リアルタイム PCR 法における
標準曲線作成および試料測定値において、おおむ
ね良好な結果が得られた。また、シークエンス解
析・系統樹作成に関してもほとんどの受講者の技
術水準に問題がないこともわかった。 
 過去の研究によれば、本方法における基礎知識
や技術に関し、検査現場で習得する機会が乏しい
との指摘がある 2)。この原因として、地研におけ
る微生物検査において、予算・定員などの検査資
源の削減が続き、職員の技術水準と検査精度の維
持が困難となっていることが考えられる 2)。した
がって、今後もこのような状況が続けば、検査精
度を十分に担保した行政検査が各自治体で行う
ことが困難になる可能性がある。今後、このよう
な状態を改善するため、本研究で行ったような、
地研における微生物検査の精度保証の手法を取
り入れた研修を継続的に実施できるような体制
整備が極めて重要であると思われる。 
 
Ｅ．研究発表 
  なし 
 
Ｆ．知的財産の出願・登録状況 
  なし 
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図 1. NoV リアルタイム PCR 反応系 
 
 

 
図 2. 事前試験結果 
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図 3. 本研修で得られた標準曲線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. 低コピー数の標準コントロールで蛍光シグナルが検出された well 数 
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図 5. 実験室内コンタミネーションの頻度 


