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我が国におけるカキのノロウイルス
検査の現状と課題

日時：平成31年2月21日13時10分～

場所：農林水産省(中央合同庁舎4号館)

公益社団法人日本食品衛生協会
野田 衛

カキのノロウイルス対策に関する情報交換会

今日のお話

• カキのノロウイルス検査法の種類と特徴

• 課題1：検査法が明確に定まっていない

• 課題2：検出感度

• 課題3：精度管理

• 課題4：遺伝子検査と感染性(上間先生)
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今日のお話

• カキのノロウイルス検査法の種類と特徴

• 課題1：検査法が明確に定まっていない

• 課題2：検出感度

• 課題3：精度管理

• 課題4：遺伝子検査と感染性(上間先生)

遺伝子検査の特徴

培養検査 遺伝子検査

検査時間 1週間～2週間 1日以内

検査費用 安い 高い

煩雑さ 簡便（経験必要） 複雑（慣れると標準
化しやすい）

検出感度 高感度 検査方法に依存

検出対象 感染力があるもの
だけ

不活化したウイル
スも検出
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カキのノロウイルス検査法の種類と特徴(1)

略称 通知法 改良法 推定法 ISO法 その他

説明 厚生労働省から
自治体等に通知
された方法

通知法を基本
として検出感度
を向上させた方
法

改良法を基
本として非感
染性粒子を
検出しにくく
改良した方法

ISOに掲載され
ている方法

検査機関が独
自に導入して
いる方法

出典 H15.11.15食安
監発第1105001，
(H19.5.24改正)

食品衛生検査
指針微生物編
2015、国衛研
HP

ISO/TS 15216‐
1:2013（定量)
ISO/TS 15216‐
2:2013（定性)

目的 食中毒検査:行政
収去検査:行政
自主検査:事業者

食中毒検査:行政
収去検査:行政
自主検査:事業者
調査研究

農水調査事業
調査研究

食品の輸出・入
(EU)で相手方の

要求に応じて
（今後）:事業者

自主検査:事業
者

カキのノロウイルス検査法の種類と特徴(2)
略称 通知法 改良法 推定法 ISO法

検体 1gを個別に3～10
検体

1g(5個程度を混合） 1g(5個程度を混合） 2g(混合)

前処理 PEG沈殿法 改良PEG沈殿法 +
アミラーゼ処理

改良PEG沈殿法
+アミラーゼ処理
(+RNase処理）

PK処理

濃縮操作 あり(10ml⇒200μl) あり(10ml⇒400μl) あり(10ml⇒400μl) なし

RNase処理 なし なし あり
（カキの場合不要）

なし

核酸抽出 カラム吸着法
（QIAgen社キット)

カラム吸着法
(Roche社キット)

カラム吸着法
(Roche社キット)

磁気シリカ吸着法
(ビオメリュー社)

DNase処理 あり あり あり なし

逆転写反応 ランダムプライマー ランダムプライマー オリゴｄTプライマー ワンステップ
RT‐リアルタイムPCR

PCR法 Nested PCR
リアルタイムPCR

Nested PCR
リアルタイムPCR

Nested PCR
リアルタイムPCR

プライマー・
プローブ

共通 異なる

リアルタイム
PCR判定基準

実測値10以上
（原則）

実測値1以上
（原則）
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各検査法による理論上の検出限界値
（中腸腺1g当たりコピー数）

区分
通知法 改良法 推定法 ISO法

量(ml) コピー数 量(ml) コピー数 量(ml) コピー数 量(ml) コピー数

検体 中腸腺量 1g 35.7 1g 1g 2g

前処理
乳剤 10000 35.7 10000 40 10000 57.1 40000 160

濃縮液 200 35.7 400 40 400 57.1

RNase
処理

濃縮液量 140 20

反応液総量 160 20

RNA
抽出

検体液量 140 25 200 20 160 20 500 20

回収液量 60 25 50 20 50 20 100 20

DNase
処理

核酸液量 24 10

反応液総量 30 10

逆転写
反応

RNA液量 30 10 25 10 25 10

反応液送量 50 10 50 10 50 10

PCR
反応

cDNA液量 5 1 5 1 5 1 5 1

反応液総量 50 1 50 1 50 1 25 1

検出
限界

1以上陽性 35 40 57 80
10以上陽性 350 400 570 800

今日のお話

• カキのノロウイルス検査法の種類と特徴

• 課題1：検査法が明確に定まっていない

• 課題2：検出感度

• 課題3：精度管理

• 課題4：遺伝子検査と感染性(上間先生)
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Nested PCR法とリアルタイムPCR法の比較

9

定量値 Nested PCR リアルタイムPCR

迅速性・簡便性 × 〇
検査結果 定性 定量
検出感度 〇 ×

100%

58%

11%

0%

42%

89%

0%

25%

50%

75%

100%

≧10 >0～<10 ‐

GI（N=177） + ‐

95%
84%

17%

5%
16%

83%

≧10 >0～<10 ‐

GII(N=180) + ‐

• 迅速性・簡便性から自主検査にはリアルタイムPCR法が利用されている
• なぜ、10以上が陽性となっているのか？⇒行政指導：偽陽性があってはならない
• でも、安全性を確保するためには？

nestedPCR 陽性

nestedPCR 陰性

通知法と自動化装置、試薬キット等を用いた方法の特徴
通知法に従った方法 自動化装置、試薬キットを用いた方法

長所 （一応）ゴールデンスタンダード 簡便
ロット管理が容易

短所 試薬調整が面倒
ロット管理が面倒

通知法との結果の同等性

前処理 RNA抽出 逆転写反応 リアルタイムPCR

• 使用する装置、試薬の違いによっても検査結果に違いが生じる
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Roche：
ライトサイクラー480

ABI：7500リアルタイム
PCRシステム

101 103 104

ABI Roche ABI Roche ABI Roche

平均 1.76.E+01 4.77.E+01 1.18.E+03 9.25.E+02 1.30.E+04 1.04.E+04

標準偏差 6.67.E+00 1.45.E+01 7.92.E+01 6.04.E+01 6.47.E+02 9.67.E+02

変動係数 0.379758 0.303145 0.066994 0.065274 0.049885 0.092936

NVのcDNAの101、103、
104/5μL溶液5μLを20ウェル
ずつ入れ、リアルタイムPCR

データのばらつき－装置

データのばらつき－試薬

A～Cの3種類の異なるサンプルを、RNA抽出→
逆転写反応→それぞれ3種類のマスターミックス
を用いてリアルタイムPCR(装置はABI)

＜3種類のマスターミックス＞

• TaqMan® Universal PCR Master Mix (ABI(Roche))

• EagleTaq Master Mix with ROX (Roche)

• TaqMan® Environmental Master Mix 2.0 (ABI)

0.0E+00

2.0E+02

4.0E+02

6.0E+02

8.0E+02

1.0E+03

1.2E+03

1.4E+03

TaqMan EagleTaq EMM

実
測

値
(/
5
μ
L)

A

B

C
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今日のお話

• カキのノロウイルス検査法の種類と特徴

• 課題1：検査法が明確に定まっていない

• 課題2：検出感度

• 課題3：精度管理

• 課題4：遺伝子検査と感染性(上間先生)

リアルタイムPCR法の定量値は

• 濃縮率・回収率

• RNA抽出効率

• cDNA合成効率

• PCR増幅効率：特に影響する（増幅阻害物質）

などにより実際のウイルスRNA量より低く定量される
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カキ中腸腺由来cDNA液に添加した
陽性コントロール(GI NoV)の定量値

0

2

4

6

8

10
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16

18
接種量 16

平均値±SD 5.5±3.5

最大値 14.8

最小値 0.6

検査数 66

• 得られた定量値は実際に含まれる量の約1/3（平均）

ネコカリシウイルス(FCV)の回収率

回収率

7.56 

5.89 
7.08 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

9.00

添加用FCV原液 通知法 改良法

1
m
Lあ

た
り

コ
ピ

ー
数
(l
o
g)

市販カキにおけるFCVの平均値の比較

通知法

8.3%
改良法

51.9%

N=6 N=52N=52

通知法で得られた定量
値は実際に含まれる量
の約1/10（平均）
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リアルタイムPCR法の定量値は

• 濃縮率・回収率 → 回収率は約10％

• RNA抽出効率

• cDNA合成効率

• PCR増幅効率 → 実際の定量値の約1/3（平均）

• 実際のウイルスRNA量は測定値より相当多い

今日のお話

• カキのノロウイルス検査法の種類と特徴

• 課題1：検査法のが明確に定まっていない

• 課題2：検出感度

• 課題3：精度管理

• 課題4：遺伝子検査と感染性(上間先生)
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施設内誤差（内部精度管理）

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2.29E+04 2.47E+04 2.93E+04 2.85E+04 2.46E+04 2.35E+04 3.70E+04 4.88E+04 5.61E+04 4.54E+04

B 2.39E+04 2.56E+04 2.96E+04 3.05E+04 2.57E+04 3.23E+04 4.56E+04 6.01E+04 6.39E+04 6.38E+04

C 3.41E+04 3.11E+04 2.55E+04 3.06E+04 2.78E+04 4.94E+04 5.30E+04 5.42E+04 7.68E+04 7.49E+04

D 3.94E+04 3.18E+04 2.73E+04 3.49E+04 3.02E+04 5.95E+04 6.76E+04 6.83E+04 9.00E+04 8.54E+04

E 4.38E+04 3.96E+04 3.33E+04 3.39E+04 4.16E+04 6.86E+04 9.89E+04 9.70E+04 7.82E+04 1.11E+05

F 4.21E+04 4.16E+04 3.34E+04 3.13E+04 4.41E+04 7.86E+04 1.16E+05 1.05E+05 8.43E+04 1.18E+05

G 4.08E+04 3.78E+04 4.94E+04 3.99E+04 3.55E+04 7.44E+04 7.89E+04 1.21E+05 1.06E+05 8.83E+04

H 4.13E+04 3.72E+04 4.95E+04 4.33E+04 3.86E+04 5.88E+04 6.69E+04 9.11E+04 8.84E+04 6.05E+04

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 4.33.E+03 6.42.E+03 8.78.E+03 8.50.E+03 7.93.E+03 2.59.E+03 5.10.E+03 7.38.E+03 8.56.E+03 5.99.E+03

B 4.34.E+03 6.00.E+03 8.82.E+03 9.04.E+03 7.90.E+03 3.55.E+03 5.87.E+03 9.59.E+03 1.12.E+04 9.94.E+03

C 8.23.E+03 7.32.E+03 6.21.E+03 8.11.E+03 6.96.E+03 6.33.E+03 7.83.E+03 8.17.E+03 7.81.E+03 8.41.E+03

D 8.05.E+03 7.01.E+03 6.02.E+03 7.98.E+03 7.25.E+03 6.41.E+03 8.67.E+03 8.27.E+03 1.11.E+04 8.66.E+03

E 7.07.E+03 8.69.E+03 7.04.E+03 7.35.E+03 8.54.E+03 6.46.E+03 1.01.E+04 1.01.E+04 9.37.E+03 1.08.E+04

F 6.40.E+03 8.56.E+03 6.99.E+03 7.52.E+03 8.95.E+03 6.73.E+03 1.01.E+04 1.04.E+04 8.50.E+03 1.17.E+04

G 7.88.E+03 7.41.E+03 1.06.E+04 8.45.E+03 7.59.E+03 7.74.E+03 9.51.E+03 1.28.E+04 1.07.E+04 9.15.E+03

H 7.62.E+03 7.57.E+03 1.04.E+04 8.50.E+03 7.33.E+03 5.94.E+03 8.21.E+03 1.02.E+04 8.08.E+03 6.56.E+03

A社 キャリブレーション前

A社キャリブレーション後

Roche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2.84.E+04 3.43.E+04 4.27.E+04 4.66.E+04 3.88.E+04 1.85.E+04 1.96.E+04 1.84.E+04 1.95.E+04 1.75.E+04

B 2.89.E+04 3.43.E+04 4.35.E+04 4.66.E+04 3.77.E+04 1.88.E+04 1.92.E+04 2.07.E+04 2.14.E+04 1.75.E+04

C 4.42.E+04 3.83.E+04 3.50.E+04 4.19.E+04 3.61.E+04 3.30.E+04 2.12.E+04 1.80.E+04 2.21.E+04 1.99.E+04

D 4.47.E+04 3.87.E+04 3.43.E+04 4.00.E+04 3.61.E+04 2.46.E+04 1.86.E+04 1.60.E+04 1.96.E+04 1.98.E+04

E 4.62.E+04 4.70.E+04 4.02.E+04 3.68.E+04 4.37.E+04 2.31.E+04 2.38.E+04 2.15.E+04 1.56.E+04 2.41.E+04

F 4.79.E+04 4.65.E+04 3.89.E+04 3.77.E+04 4.40.E+04 2.30.E+04 2.24.E+04 2.24.E+04 1.58.E+04 2.31.E+04

G 4.29.E+04 3.82.E+04 4.92.E+04 4.04.E+04 3.73.E+04 2.09.E+04 1.61.E+04 1.99.E+04 1.93.E+04 1.82.E+04

H 4.01.E+04 3.72.E+04 4.90.E+04 4.29.E+04 3.57.E+04 2.12.E+04 1.53.E+04 1.77.E+04 1.74.E+04 1.72.E+04

B社

データのばらつき
－装置の維持・ウエル間
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加熱により不活化したNV35μL、FCV35μLの混合液を20つ
くり、RNA抽出→逆転写→リアルタイムPCR(装置はA社)

データのばらつき－実験操作

NV 1回目 2回目 3回目 平均

平均 3.51.E+04 3.44.E+04 7.64.E+03 2.57.E+04

標準偏差 6.51.E+03 7.17.E+03 1.28.E+03 4.99.E+03

変動係数 0.185395 0.208556 0.1679129 0.1872882

FCV 1回目 2回目 3回目 平均

平均 4.66.E+03 7.36.E+04 8.37.E+03 2.89.E+04

標準偏差 1.50.E+03 2.31.E+04 2.00.E+03 8.88.E+03

変動係数 0.321707 0.314222 0.2394833 0.2918043

同じきな粉検体を20個つくり、前処理→RNA抽出→逆
転写反応→リアルタイムPCR(装置はA社)

NV 1回目 2回目 3回目 4回目 平均

平均 8.19.E+01 6.38.E+01 1.04.E+01 1.09.E+02 6.63.E+01

標準偏差 4.12.E+01 3.61.E+01 7.66.E+00 8.73.E+01 4.31.E+01

変動係数 0.502588 0.566217 0.735654 0.801152 0.651403

FCV 1回目 2回目 3回目 4回目 平均

平均 1.91.E+02 1.98.E+02 9.40E+00 1.34.E+02 1.33.E+02

標準偏差 8.94.E+01 1.47.E+02 3.62.E+00 9.82.E+01 8.46.E+01

変動係数 0.468865 0.743731 0.384985 0.735218 0.5832

データのばらつき－試験品
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施設間誤差（外部精度管理）

nestedPCRによる検出率の比較(検査機関別)

A B C D E F G H I J K L 平均

PEG沈殿標準法 83 83 83 100 33 17 100 67 92 50 67 67 70

超遠心標準法 50 33 67 100 50 33 100 50 0 33 50 52

AM-PEG沈殿法 100 100 100 100 50 83 100 100 92 83 67 100 89

AM-超遠心法 100 50 100 100 100 83 100 100 92 67 83 88

AM-直接法 83 100 67 83 83 67 100 83 92 83 67 100 84

平均 83 73 72 97 63 57 100 80 73 63 67 89 

A,B,Cの3検体におけるGI、GIIの結果（6検体の陽性率（％））
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アガローズゲル電気泳動の結果(GI)

A機関

B機関

C機関

D機関

• 検査結果は検査機関により大きく異なる

検査が問題なく行われているか？
行程 管理方法 通知法

(nested PCR)
通知法

(real‐timePCR法)

ISO法
（real‐timePCR法）

前処理 ウイルス粒子Aの添加 × × 〇
(Mengo)RNA抽出 ウイルス粒子Bの添加 〇(Echo9) △

逆転写反応 ウイルスCのRNA添加 × × 〇
(one step)PCR ウイルスDのcDNA添加 × ×

相互汚染 陰性対照 〇 △ △

カキのノロウイルス検査

• 大きく、①前処理、②RNA抽出、③逆転写反応、PCR反応のス
テップがあり、各ステップごとに検査の妥当性の検証が必要

• 現在の検査法では、その担保の仕組みが十分ではない

検体同士の相互汚染の否定は、シークエンスが必要
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食品のウイルス検査における精度管理の問題

27

• 食品のウイルス検査の精度管理は実施されていない。

• 検査機関における検査精度は担保されていない。
• 精度管理の手法が確立されていない。

• 試行的に外部精度管理を実施。
（厚生労働科学研究費補助金：平成25年度～平成30年度）

試験品に用いる食品の検討

天ぷら粉(＋)

きな粉(＋)

カキ(＋)
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標準DNA
（定量値
確認用）

検体‐2

（代表例を示す）

平成25年度の外部精度管理調査結果（対数解析、換算値）

秦野研究所 鈴木 達也先生 作成

検量線 個別 配布 個別 配布

検査法 個別 個別 共通 共通

個別：各機関保有の検量線作成用DNA、各機関が通常実施している方法
配布：配布した検量線作成用DNA,共通：統一した方法

方法、検量線作
成DNAの違いに

より定量値が異
なる

（NoV懸濁液)

高濃度検体

低濃度検体

平成27年度の外部精度管理調査結果（対数解析、換算値）

（代表例を示す）秦野研究所 鈴木 達也先生 作成

検査方法、検量線作
成用DNAを共通にする
と定量値が概ね一致

（NoV懸濁液)

（NoV懸濁液)
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検体‐1（換算値、対数解析）のXbar‐R管理図を用いた評価（代表例）

デ
ー
タ
の
範
囲

Z‐スコア=2

Z‐スコア=‐2

秦野研究所 鈴木 達也先生 作成

Rt-PCR＊ D-PCR

N 10000 6710 

新しいPC

A 222 180 

B 2563 1960 

C 1107 180 

D 3117 1785 

E 1193 955 

F 161529 55900 

G 4326 3555 

I 3217 1715 

J 8628 4810 

K 9431 5450 

L 9086 4820 

古いPC

A 288 95 

B 6954 5125 

C 148 95 

D 1872 905 

E 1878 1530 

F 5974 3760 

G 7279 4790 

H 1034 760 

平均
（F-Newを除く）

4122 2588 

＊：国衛研のPCを10^4/5μlとした場合

各地研が保有しているノロウイルス(GII)陽性コントロールDNAのばらつき

• ばらつきがある
• 低値になる傾向がある
• 機関ごとに傾向が異なる

各機関で所有する陽性コントロールの管理が重要
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☞カキと構成成分が似ている

☞均一な検体を作りやすい粉末状

☞安価で大量に手に入る

☞保存性が高い

試験品に用いる食品の検討

カキは試験品の食品としては不適

試験品に用いる食品の検討

(＋)はアミラーゼ処理有、(－)はアミラーゼ処理なし
BE：0.5%BeefExtract、V：virus
※FCVのグラフは省略
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今日のお話

• カキのノロウイルス検査法の種類と特徴

• 課題1：検査法が明確に定まっていない

→ 統一した検査法が必要

• 課題2：検出感度

→ 改良法等の導入が必要

• 課題3：精度管理

→ 精度管理ができる仕組みが必要

→ 外部精度管理体制が必要

• 課題4：遺伝子検査と感染性(上間先生)

ご
静
聴
あ
り
が
と
う
ご
ざ
い
ま
し
た


