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資料６

農林⽔産省消費・安全局
⾷品安全政策課

感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順、
実施上のポイント等について

平成31年2⽉14⽇13:10〜17:00
カキのノロウイルス検査法（感染性推定遺伝⼦検査法）の研修

本⽇の流れ
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感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順

⼿順全体の流れ

（参考）感染性推定遺伝⼦検査法の原理（おさらい）

検査を実施するにあたってのポイント
-信頼性の⾼い結果を得るためにできること-

全般的な操作に関すること①〜③

試薬類の扱いに関すること①〜②

中腸腺の摘出に関すること

精度管理に関すること①〜②
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1. 感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順

感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順全体の流れについて
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 試料の調整・前処理（3〜4ページ, 3(1)〜(10)）

 RNase処理（4ページ, 4(1)〜(2)）

 RNA抽出（5〜6ページ, 5(1)〜(11)）

 cDNA合成（逆転写反応）（5ページ, 6(1)〜(4)）

 Nested-PCRによる定性試験（5〜6ページ, 7）

 試験成⽴の要件（6ページ, 8）

 判定（6ページ, 9）

※「⻘字」の⼯程は、既存の検査法が当検査⽅法のポイント
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（参考）感染性推定遺伝⼦検査法の原理（RNase処理）
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 RNase（RNA分解酵素）で、露出したウイルス遺伝⼦
（RNA）を消化。

 露出した遺伝⼦は消化されてしまうため、PCR法で検出さ
れなくなる。

感染⼒のあるNoV感染⼒のないNoV

カキサンプル

RNAse処理後

PCRで検出されるPCRで検出されない。

（参考）感染性推定遺伝⼦検査法の原理（cDNA合成）
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 ゲノム3ʼ末端（ポリA）からオリゴｄTプライマーで逆転
写する。

 少なくともPCR検出部位まで断⽚化が起こっていないゲ
ノムのみが検出される。

AAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAA

TTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTT

オリゴｄTプライマーを起点とするcDNAの伸長

伸長反応が阻害

NoVの遺伝⼦が断⽚化していない場合、PCR増幅部位までcDNAの伸⻑が起こる。

NoVの遺伝⼦が断⽚化している場合、PCR増幅領域の前でcDNA合成が⽌まる。
従って、PCRで検出されない。

Nested PCR増幅部位

Nested PCR増幅部位
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2. 検査を実施するにあたってのポイント
-信頼性の⾼い結果を得るためにできること-

全般的な操作に関すること①
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 容器の深さに応じた⻑さのチップや使い捨ての⽤具を⽤い
る。（例︓使い捨て（ディスポ）のスポイト）

 ピペットの汚染を防ぐ

 検体間の相互汚染を防ぐ

 感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順においては、

（ロングチップを⽤いるとピペット本
体が遠⼼管に⼊らない）

• 15 mL容の遠⼼管の上清を、新たな15 mL容
の遠⼼管に移す際にロングチップを⽤いる等
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全般的な操作に関すること②

9

 粘性の⾼い試薬*等は、ゆっくり分取、連続分注器の使⽤、
プレウエッティング(事前に濡らす)する。

 容器から泡があふれそうな時は、遠⼼等で除去する。

 粘性の⾼い試薬等は、⼀般的なマイクロピペットによる通
常の操作では、正確な分取が困難。

 試薬の泡⽴ちは汚染の原因となる（容器からあふれた泡に
よって、容器の外側やグローブが汚染される）

＊ 感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順においては、
• High Pure Viral RNA KitのBinding Bufferを分注する際に使⽤する場合、

連続分注器を⽤いると作業がしやすい。

• Polyethylene Glycol溶液、α-Amylase溶液は、プレウエッティングす
ると作業がしやすい

全般的な操作に関すること③
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 遠⼼上清を回収（⼜は除去）する場合、必要に応じて再度、
遠⼼分離（数分）する。

 上清の回収が不⼗分となることによる、検体のロスを防ぐ

 除去すべき沈査まで回収してしまうことを防ぐ。

 上清の除去が不⼗分なことによる検体の希釈を防ぐ。

 感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順においては、

• α-Amylase処理後の懸濁液の遠⼼上清の回収

• Polyethylene Glycol沈殿後の上清の除去
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試薬類の扱いに関すること①
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 調整した試薬類は、１回の試験で使い切る量を⽬安に⼩分
け（分注）して、適切な温度で保管する。

 調整した試薬類の品質の低下を防ぐ。

 他の物質による汚染（コンタミネーション）を防ぐ。

 感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順においては、

（1.5 mLチューブに分注したα-Amylase溶液）

• α-Amylase溶液

• Polyethylene Glycol溶液

• 0.5%Zwittergent添加リン酸緩衝液

• 逆転写反応⽤プレミックス液(逆転写酵素を除く)

• PCR⽤プレミックス液(耐熱性DNA合成酵素を除く)

• その他

試薬類の扱いに関すること②
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 酵素類は使⽤時に冷凍庫から取り出す。
 反応液を調整している間も、氷冷状態を保つ。

 酵素の失活を避ける。

 反応時間外に反応が開始してしまうことを避ける。

 感染性推定遺伝⼦検査法の⼿順においては、

保冷剤

アルミラック

• RNase（RNA分解酵素）

• DNase（DNA分解酵素）

• Reverse Transcriptase（逆転写酵素）

• DNA polymerase（DNAポリメラーゼ）
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中腸腺の摘出に関すること
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 中腸腺を摘出する時、可能な限り⽩⾊部分(グリコーゲン、
脂肪等を含む)は取り除く。その際、中腸腺を傷つけないよ
うに注意する。
 脂肪等が除去できないことによる、各⼯程への阻害反応の

影響を可能な限り防ぐ。

 中腸腺の内容物の流出によるロスを防ぐ。

（むき⾝のカキ） （⽩⾊部分の除去）

（周辺の外套膜の除去） （摘出した中腸腺）

• 脂肪の除去が不⼗分
な場合、α-Amylase
処理後の懸濁液を遠
⼼すると、壁や上部
に油層が出現し、上
清を回収する際、油
も回収してしまう。

精度管理に関すること①
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 摘出した中腸腺に⼯程管理ウイルスを添加する。

 検査における全ての⼯程に異常がないかを確認するため。

 各検査機関が⼯程管理ウイルスを準備する必要がある。

 ノロウイルス同様のRNAウイルスで

あれば、利⽤できる。

 ⽐較的に利⽤しやすいものとしては、

エコーウイルス９型Hill株がある。
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精度管理に関すること②
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 PCRを⾏う際には、陰性対照（ネガティブコントロール）
と陽性対照（ポジティブコントロール）を準備する。

 PCR反応が正常に⾏われているかを確認するため。

 陽性、陰性を判定するため。

 陰性対照は、遺伝⼦解析⽤の⽔を⽤いる。

 陽性対照は、ノロウイルス遺伝⼦が望ましいが市販の
サービスを⽤いて合成遺伝⼦を⼊⼿することができる。

• ⼈⼯遺伝⼦の具体的な仕様が知りたい場合は、⾷品安全政策課に
問い合わせること。
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ご静聴ありがとうございました


