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血液製剤のウイルスに対する安全性確保を目的とした核酸増幅検査（NAT）の実施に関す

るガイドライン（2013.09.20 案） 

 

１．ガイドラインの目的及び適用範囲 

1-1）目 的 

ウイルス遺伝子の検出法として用いられる核酸増幅検査（Nucleic Acid Amplification Test、

以下「NAT」という。）は、主として目的とするウイルス遺伝子の有無を陽性又は陰性と

して判定する定性的な検査手法であり、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子の検出

が可能とされている。特に、このような微量のウイルス遺伝子の検出が要求される NAT を

スクリーニング検査として用いる場合、検出感度等に係る精度管理が適切に行われている

ことが極めて重要である。 

本ガイドラインは、血液製剤の安全性確保を目的として NAT を行う場合において適切な

精度管理が実施されるよう、検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策等に関す

る基本事項を示すことを目的とするものであり、「血漿分画製剤のウイルスに対する安全

性確保に関するガイドライン（平成 11 年 8 月 30 日付け医薬発第 1047 号）」を補完するも

のとして位置付けられるものである。 

なお、血漿分画製剤の製造工程におけるウイルスクリアランスを評価する場合や国際あ

るいは国内ウイルス標準品から自社の標準品を作製する場合など、ウイルス遺伝子の定量

的な検出にも NAT は利用されることがある。このため、本ガイドラインにおいては、NAT

は原則的に定性的な検査法として用いられるものとして記載しているが、必要に応じ定量

的に用いる際に考慮すべき必要事項についても言及することとしている。 

 

1-2）適用範囲 

本ガイドラインは、国内で使用されるすべての輸血用血液製剤及び血漿分画製剤に係る

ドナースクリーニング検査、原料血漿の製造工程への受入れ時の試験、さらには必要に応

じて行われる血漿分画製剤の製造過程における工程内管理試験におけるウイルス検査とし

て NAT を行う場合に適用されるものであるが、他のヒトあるいは動物から抽出した生物由

来の医薬品についても参照することができる。また、対象となるウイルスは、主としてヒ

ト免疫不全ウイルス（HIV）、C 型肝炎ウイルス（HCV）及び B 型肝炎ウイルス（HBV）

であるが、その他のウイルスについても試験系の開発や感度・精度のバリデーションに適

用することができる。 

 

２．検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策 

ウイルス遺伝子の検出を目的として定性試験である NAT を採用する場合、その分析法を

検証するための重要な項目は特異性と検出感度である。特に、プール血漿やミニプール血

漿のスクリーニング検査に NAT を採用する場合には、特異性と検出感度が一層重要なもの

資料１ 
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となる。特に、検査機関等において、NAT を恒常的に実施し検査法として確立するには、

ウイルス遺伝子の抽出、目的塩基配列の増幅、検出、定量、及びこれらを行うための機器

の設定と試験に関する最適化した規格・基準を定めておく必要がある。 

さらに、NAT の場合、分析条件の小さな変動が結果に大きな影響を与えることもあるた

め、分析法の頑健性についても、分析条件を小さい範囲で変化させても測定値が影響され

ないという信頼性を示すことで評価する必要がある。具体的には、塩化マグネシウム、プ

ライマー、dNTP のような試薬の濃度を小さい範囲で変動させて最適な条件を求めるなど、

試験法を確立していく過程で示すことができる。市販キットを用いる場合には、これらの

データについては、試薬製造メーカーのデータをもって代えることができる。 

 

頑健性を示すための具体的方法には、例えば陰性試料（目的とするウイルスが陰性のプ

ール血漿、あるいは試験を行うのと同様の組成の試料）及び陽性試料（目的ウイルスが陰

性の血漿プールあるいは試験を行うのと同様の組成の試料に検出感度（95%の確率で検出さ

れるウイルス量）の 3 倍量のウイルスをスパイク（添加）したもの）を、それぞれ少なく

とも 20 検体を用いて試験を実施し、すべての陰性試料が陰性となり、すべての陽性試料が

陽性となることによって示すことができる。ウイルス遺伝子の抽出前に超遠心を使用する

方法などでは頑健性に関して特に注意を払う必要がある。この場合、可能であれば目的と

するウイルスに対する特異的抗体を持たないが目的とするウイルス遺伝子について陽性を

認める複数の血漿を使用して試験することにより示すことができる。 

一方、一つの NAT 反応系で複数のプライマー／プローブを同時に使用することにより複

数のウイルスや遺伝子構造の大きく異なる複数のジェノタイプを同時に検出するマルチプ

レックス NAT が実施されることも多い。マルチプレックス NAT では、複数のプライマー

／プローブを使用することから温度やプライマー濃度などの増幅条件の最適化や非特異反

応防止のための条件設定が煩雑とされている。この場合、個々のウイルスやジェノタイプ

ごとに検出感度等のバリデーションが十分になされている必要がある。 

またマルチプレックス NATで陽性反応が出た場合のウイルス種確認のための試験法を規

定しておく必要がある。 

2-1）施設・設備の整備等に関する事項 

NAT は、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子を検出できるため、増幅産物による

汚染等に細心の注意を払う必要がある。このため、NAT に用いる施設については、原則と

して下記の条件を満たしていることが望まれる。（*1） 

 

① 核酸抽出を行う場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

② 試薬の保管場所及び試薬の調製場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 
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③ 核酸増幅を行う場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

④ 増幅産物の検出を行う場所 

増幅前の試料を取り扱う部屋と増幅産物を取り扱う部屋とを区別すること。 

 

一方、NAT に用いる緩衝液、酵素、プライマー／プローブ等をあらかじめ混合した調製

済み試液を使用したり、さらにその試液を反応容器に充填してキット化された製品が広く

利用されるようになっている。このようなキット製品と閉鎖系のウイルスゲノムの自動抽

出装置や自動反応装置を利用して NAT を行う場合には、上記のような独立した施設・設備

を必ずしも使用する必要はない。（*1） 

 

また、NAT では、感染性のある標準品や陽性試料を取り扱うことから、試験・検査は、

製造区域とは明確に区別された場所で行うことが必要である。 

 

2-2）機器，器具の保全、管理に関する事項 

ピペット、サーマルサイクラーの校正等、機器操作による検査結果の変動に関して評価

を行うこと。この評価に加え、分析法全体の有効性と信頼性について評価を行うこと（シ

ステム適合性試験）。また、重要な装置（例えば自動抽出機やサーマルサイクラーなど）

を何台か使用する場合、検査精度の確保及び試験方法の標準化に準じ各装置のバリデーシ

ョンを行っておくこと。機器のシステム適合性としては、検出の確認や検出の再現性があ

げられる。 

 

2-3）（被験）検体の移送・保管、試薬の保管・管理に関する事項 

①�  検体の移送・保管に関する事項 

検体の移送あるいは保管中の温度等がNATの結果に与える影響についてあらかじめ評

価をしておくこと。また得られた結果に基づいて、移送や保存中の温度等について条件

設定をしておくこと。 

また凍結保存を行う場合には、凍結融解が NAT の結果に及ぼす影響について評価して

おくこと。 

 

② 試薬の保管・管理に関する事項 

核酸の抽出や NAT に用いる試薬について、後述する品質確保の他、保存期間中の安定性

について評価を行いその実測値に基づいて保存条件を決めておくこと。 
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市販キットを使用する場合は、試薬製造メーカーのデータをもって代えることもできる

が、キット内容が変更された場合に変更内容の情報提供がされる対策が求められる。また

必要に応じて性能の確認を行うべきである。（*2） 

 

2-4） 核酸の抽出・増幅及び増幅産物の検出に関する事項 

① 抽出に関する事項 

スパイク実験等により、用いる抽出法について評価を行うこと。 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることもできる

が、キットの性能通りの抽出が行えることを確認しておく必要がある。またキット内容が

変更された場合に変更内容に関する情報が得られるような対策が求められる。 

  

② プライマー及びプローブに関する事項 

プライマー及びプローブ（以下「プライマー等」という。）は核酸検出系の中心的役割

を果たしており、その品質が NAT の重要な要素となっている。このため、選択したプライ

マー等の科学的合理性を説明できることが必要であり、プライマー等の大きさ、GC 含量、

Tm 値、想定されるヘアピン構造や 2 次構造についての情報を明らかにしておくとともに、

次のような情報も明らかしておくこと。 

 

・ 目的とするウイルス遺伝子（亜）型（ジェノタイプ）等（*5）への対処として、採用

しようとしているNATが目的とするウイルスについてできる限り多くのサブタイプ／バ

リアントを検出できるようにデザインされていることを示す情報。 

・ 検出しようとするウイルス遺伝子の最も共通する配列の選択等、どのように複数のサ

ブタイプ／バリアントを検出できるようにしているのかを説明する情報。 

・ 使用濃度等の条件設定に関する情報 

 

血清学的試験により陽性となった検体を含めて陽性検体のウイルスゲノムの解析を実

施しておくことが有用である。ウイルスゲノムの変異を検出した場合には、使用してい

るプライマー／プローブによる検出能について再評価を行うことが求められる。また必

要に応じてプライマー／プローブの再設計を考慮すること。例えば複数の遺伝子配列を

ターゲットとする Dual target PCR なども有用かもしれない。 

 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができ

るが、キットの性能通りの感度でウイルスゲノムの検出が可能なことを確認しておくこと

が求められる。またキット内容が変更された場合に変更内容に関する情報が得られるよう

な対策が求められる。 

③ プライマー等の純度、ロット間差等の品質の確保に関する事項 
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プライマー等の純度について適切な測定法を用いて解析し、解析結果を示すとともに、

必要に応じてその規格値を定めておくこと。さらに、プライマー等の最適量について、段

階的希釈法での検出能を指標とするなどして解析するとともに、ロット間の一定性につい

ての情報や、複数のロットの合成プライマー等の特性解析結果やイールド等についての詳

細な情報を明らかにしておくこと（*3）。なお、プライマー等の化学修飾を行う場合には、

その詳細に係るデータを含む説明資料を作成しておくこと。 

 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができ

るが、キット内容が変更された場合に変更内容に関する情報が得られるような対策が求め

られる。 

 

④ 使用する酵素の品質の確保に関する事項 

NAT に用いるすべての酵素について、その由来と機能を明らかにしておくこと。酵素の

純度、力価，比活性について受入れ規格を定めておくこと。調製した酵素について、エク

ソヌクレアーゼ活性、DNA 及び RNA 依存性のポリメラーゼ活性等を明らかにしておくこ

と。市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることがで

きる。 

 

⑤ 受入れ基準の設定 

試薬や反応液の受入れ規格を、適切な評価に基づいて作成しておくこと。 

 

2-5）試験の最適化と特異性の確認、非特異的反応の除去に関する事項 

① 特異性の確認（目的とするウイルス遺伝子の検出） 

NAT における特異性とは、試料中に共存すると考えられる物質の存在下で、目的とする

ウイルス遺伝子を確実に検出する能力をいう。NAT の特異性は、プライマー等の選択、プ

ローブの選択（最終産物の検出に関する）、試験条件の厳密さ（増幅及び検出工程の両方）

に依存している。プライマー等をデザインする際には、用いるプライマー等が目的とする

ウイルス遺伝子を特異的に検出できるとする根拠を示せること。 

 

さらに、検出しようとするウイルス遺伝子の配列については、遺伝的によく保存されて

いる配列が用いられる。検出しようとするウイルス遺伝子の配列、GC 含量の程度、さらに

は長さなどについて科学的合理性を説明できる必要がある。また、複数種のジェノタイプ

を検出できる根拠を、説明できること。定量的なアッセイを行う場合には、プライマー等

のデザインと定量のための標準品の性質について説明できること。（*4） 

 

② 交差反応性（非特異的反応）の排除 
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類似ウイルスへの交差反応性の可能性についても特に注意すること。この場合、公開さ

れているデータバンクにより、選んだ全ての配列をデータ検索する方法が有効である。さ

らに、解析に用いたソフト、解析条件についても説明できること。なお、多くの場合、プ

ライマー等を設計する際には、遺伝的によく保存されているウイルス遺伝子の領域が用い

られる。（*4） 

 

③ 増幅産物の特異性の確認 

増幅産物が目的としたものであることを 2 段 PCR、制限酵素マッピング、配列解析、増

幅産物の分子サイズ、特異的なプローブを用いたハイブリダイゼーションなどにより確認

する必要がある。 

NAT により目的とするウイルスの種々の遺伝子型を検出できる能力はプライマー等、反応

条件に依存する。これは適切な参照パネルを使用することによって証明すること。 

分析法の特異性をバリデートするために目的とするウイルスについて、可能な限り陰性

の血漿又はミニプール血漿を 100 検体を対象として試験を実施し、陰性であることを確認

し、記録を保存しておくこと。またリアルタイム PCR による NAT ではできる限り多くの陰

性血漿ないしは陰性ミニプール血漿を用いて後述するカットオフ値の妥当性を示すこと。 

 

・ ウイルス遺伝子（亜）型（ジェノタイプ）等（*5）に対する検出感度 

複数のジェノタイプ等のウイルスパネルを用いて試験を行い、各ジェノタイプ等に対し

てどれほどの検出能があるか評価しておくべきである。ウイルスパネルの選択にあたって

はウイルスの分布と流行に関する地理的な疫学データ等を参照すること。（*4） 

 

2-6）検出感度に関する事項 

①�  検出感度 

検出感度とは、試料中に含まれる目的ウイルス遺伝子の検出可能な最低の量で、定量で

きるとは限らない量のことをいう。NAT によるウイルス否定試験は通常、定性試験であっ

て、結果は陰性か陽性のいずれかである。NAT では 95%の確率で検出される検体一定量あ

たりのウイルス遺伝子の最低量である陽性カットオフ値を検出感度として設定する。検出

感度は、検体中のウイルス遺伝子の分布や酵素の効率などの因子により影響され、個々の

ウイルス NAT でそれぞれの検出感度が存在する。 

 

② 検出感度の求め方 

・希釈系列の作製 

標準品の希釈系列を作製すること。希釈液の数を処理しやすい数にするためには、予備

試験（例えば指数系列での段階的な希釈液を作製するなど）を行い予備的な陽性検出感度

値（すなわち陽性シグナルが得られる最大希釈倍率）を決定する。本試験の希釈範囲は、
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予備的な検出感度値付近を選択する（希釈液として陰性血漿を用い、希釈率として 0.5log

またはそれ以下を使用する。）。あるいはバリデートされた定量的 NAT を用いることも可

能である。95%の確率で検出されるウイルス遺伝子の量は適切な統計学的な手法等により算

出し、その妥当性について説明できること。 

検出感度を求めるためのウイルス標準品等の希釈では、通常の被検検体からの抽出と同

じ条件での抽出を行うために、例えば検体が血漿であれば陰性血漿を用いた希釈系列の作

製を行う必要がある。 

NAT において、各試験の精度や感度を管理するためには標準品あるいは標準物質（参照

品）が必須である。通常、NAT の開発過程において、ウイルス濃縮、遺伝子の抽出、増幅、

ハイブリダイゼーション、定量、汚染をモニターするためには、ウイルス標準品又は参照

品、ランコントロールを用いた解析を行う必要がある。 

ランコントロールとしては、95%の確率で検出される検出感度の 3 倍量のウイルスを含む

陽性コントロール（strikethrough:標準検体）を用いることが推奨される。試験では、この陽

性コントロール（strikethrough:標準検体）は必ず陽性にならなければならない。このように

陽性コントロール（strikethrough:標準検体）を用いることにより、各試験の成立をモニター

することが可能となる。 

一方、NAT 関連技術の向上により NAT でのウイルス検出が非常に高感度化されてきてい

るため、９５％の確率で検出される検出感度の 3 倍量のウイルスを含むランコントロール

は極めて低濃度で調製が容易でない場合もある。このためにランコントロールの設定とし

て、例えば HBV、HCV、HIV を対象とした NAT では原則的に 100IU/mL 以下で、かつ再現

性の良いランコントロールの設定も可能である。 

 

・3 回以上の独立した試験の実施 

少なくとも 3 つの独立した希釈系列を用い、充分な回数の試験を繰り返し、各希釈段階

での総試験回数が 24 になるように試験を実施する。例えば、3 つの希釈系列を別々の日に

8 回行う、4 つの希釈系列を別々の日に 6 回行う、6 つの希釈系列を別々の日に 4 回行うな

どである。これらの結果は試験法の日差変動を示す役目も果たしている。 

交叉汚染が防止できていることを示すために、陰性プール血漿と陰性プール血漿に高い

濃度で目的とするウイルスをスパイクした陽性検体（濃度としては 95%の確率で検出され

るウイルス量の 100 倍量以上）について、少なくとも 20 検体をランダムに配置するなどし

て、試験することにより確認しておくこと。（*6） 

・使用する標準品 

① 国際標準品 

② 国際標準品とのデータの互換性が保証された国内標準品 

③ 国際標準品又は国内標準品に対して校正された自社標準物質等（参照品） 

のいずれかを使用すること。 
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バリデーション試験が実施された自動抽出装置や自動反応装置を用いる場合には、機

器の製造メーカーが実施したバリデーション試験を引用することも可能であるが、導入

に当たっては各施設で機器の性能が担保されていることを確認する試験を行う必要があ

る。 

 

2-7）判定基準の設定に関する事項 

① 陽性及び陰性の判定基準の文書化 

陽性及び陰性の判定基準を文書化しておく必要がある。 

② 再試験を行う時の基準及び判定基準の文書化 

再試験を行うときの基準、再試験での判定基準についても文書化しておく必要がある。

例えばミニプールで陽性反応を検出したにもかかわらず個別検体では全て陰性であった場

合の対応について明確にしておくこと。 

 

2-8）従事者の技術の標準化と向上に関する事項 

NAT は、数コピーから数十コピー（*7）のウイルス遺伝子の検出が可能とされる高感度

検査であるため、操作中の汚染やピペット操作や試験チューブの開閉等を含め従事者の技

能がその試験の成否を大きく左右する。市販のキットを試験法の一部または全てに使用す

る場合で、キットの製造元で実施されたバリデーション資料がある場合はユーザーによる

バリデーションデータに加えることができる。しかし、その目的に応じたキットの性能を

示す必要がある。 

例えば、二人以上の者が試験を実施する場合、試験者ごとに、目的とするウイルスの陽

性コントロール（95%の確率で検出される検出感度の 3 倍量の標準品あるいは標準物質等を

陰性プール血漿あるいは試験を行うのと同様の組成の陰性試料にスパイクしたもの）につ

いて試験を実施すること。この試験（8 本の試験検体）を別々の日に 3 回繰り返すこと（す

なわちのべ３日の試験により計 24 試験が実施されることになる）。その結果が全て陽性に

なることを確認し、結果を保存しておくこと。 

 

①�  作業手順の標準化と作業手順書の作成 

NAT は分析法のバリデーションや試験結果そのものが種々の要因の影響をうけ易いので、

試験操作法を標準化し、正確な作業手順書を作成すること。作業手順書には以下の項目を

含むものとする。 

 

・ サンプリングの方法（容器の種類等） 

・ ミニプールの調製方法 

・ 試験までの保存条件 
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・ 交叉汚染やウイルス遺伝子・試薬・標準検体（陽性コントロール）の劣化を防止する

ための試験条件の正確な記述 

・ 使用する装置の正確な記述 

・ 統計解析を含む結果の詳細な計算式 

 

② 検査従事者を対象とした教育・訓練、技能検査の実施 

NAT の恒常性を担保するには検査従事者の教育と技能向上が非常に重要である。NAT 従

事者に対して教育・訓練を行うとともに必要に応じて定期的にその技能検査を行うことが

推奨される。 

 

③ 作業記録の作成、保管・管理 

作業記録を作成し、必要に応じ照会できるよう必要な期間にわたって適切に保管・管理

を行うこと。 

 

2-9）汚染防止に関する事項 

① 試験操作中の器具などを介した汚染の防止策 

試験操作中において器具などを介した汚染の防止策を講じておく必要がある。 

② 着衣、履物等を介した汚染拡大の防止策 

着衣、履物等を介した汚染の防止策を講じておく必要がある。 

③ 増幅産物の飛散等による汚染の防止策 

増幅産物の飛散による汚染の防止策を講じておく必要がある。 

 

バリデーション試験が実施された自動抽出装置や自動反応装置を用いることにより閉鎖

系としてウイルスゲノムの抽出･増幅・検出が行える場合には、これらの対応が必ずしも必

要というわけではない。ただし、それ以外に、不測の事態・不具合が起こったとき等、機

器の性能が担保されていることを確認すること。 

 

３．試験、検出結果の意義づけ 

3-1)「陽性」と判定した結果の意義 

NAT で「陽性」と判定した際に、取るべき手順を文書化しておくこと。 

 

3-2)「陰性」と判定した結果の意義 

NAT で「陰性」と判定した結果について、検出限界を考慮したその意義を考察しておく

こと。また、他の事由から結果が偽陰性の可能性がでてきた場合、取るべき手順を文書化

しておくこと。 
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3-3)必要とされる検出限界値（*8）について 

必要とされる検出限界値については、対象となるウイルス毎に別途に示す。 

 

４．新技術の導入に関する事項 

NAT 及び NAT 関連技術の進歩は急速であるため、可能な限り最新の科学的水準に基づい

た技術導入を図ること。なお、その際には、導入される新技術について適切な評価を行っ

ておくこと。 
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（付 録） 

【用語集】 

○ 標準品 

国際的ないしは国内の公機関によって策定された国際標準品あるいは国内標準品 

○ 標準物質（参照品） 

標準品に対して校正された標準となる物質 

 

注意事項*1 

「原則として下記の条件を満たしていることが望まれる」とは、自動化された閉鎖系での

抽出装置を用いるなど、交差汚染を防ぐ装置が用いられていたり、調製済みのキット製品

等が採用されている場合などでは、「下記の条件」を満たすことが可能な場合もあること

を意味している。この場合、そうした対策の妥当性を説明するとともに、必要に応じて交

差汚染防止が充分に成されていることを示すデータの提示が求められるであろう。 

 

注意事項*2 

2-3）及び 2-4）等で試薬製造メーカーのデータを提出することによって必要とされるデータ

に代えようとする場合にどの程度のデータが必要とされるかは採用しようとしている試験

法等に依存するためにケースバイケースで判断する必要がある。しかし、少なくともガイ

ドラインの趣旨に添ったデータが提出される必要があり、もし充分なデータが試薬製造メ

ーカーによって提供されない場合には各申請者が必要なデータを作成しなくてはならない

ケースも想定される。また企業の知的財産等の関係で試薬製造メーカーから全てのデータ

が申請者に提出されない場合、診断薬等としてすでに承認を受けている場合には、その承

認書に関するデータを試薬製造メーカーより直接規制当局へ提出するか、あるいはドラッ

グマスターファイルに準じた取り扱いが必要となると考えられる。但し、診断薬としての

承認に必要とされるデータと血漿分画製剤のNATにおいて必要とされるデータは必ずしも

同一ではない可能性があり、追加のデータが必要となることも考慮すべきである。 

 

注意事項*3 

ここで述べられている詳細な情報とは、プライマー等の特性解析結果としての純度、最適

量、ロット間の一定性等を含めた情報であり、さらにロット間のイールド等のデータも含

めて情報を明らかにしておくことにより、イールド等がその基準に達しないときには製造

されたプライマーの品質が何らかの問題がないか検討する必要性を指摘したものである。 

注意事項*4 
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2-5)試験の最適化と特異性の確認や2-6）検出感度はNATによるウイルス検出の根幹であり、

市販試薬等でその製造メーカーからの情報ではその妥当性が立証されない場合が想定され、

必要に応じて複数のウイルスジェノタイプ等の検出能や国内あるいは国際標準品を用いた

検出感度の評価が必要になることもあると思われる。この点に関して、試薬製造メーカー

からガイドラインで求められている程度に必要充分なデータが提供される場合には、それ

で代えることも可能である。 

 

注意事項*5 

遺伝子型の分類として、HBV と HCV ではジェノタイプが、HIV については主としてサブ

タイプという表現が使用されている。 

ここでの記載の目的は、NAT によるウイルスゲノム検出に当たって、ウイルスゲノムの塩

基配列の差異によらずできる限り多くのジェノタイプやサブタイプを検出できることを示

すことを求めているものである。従ってここでは、それらを全て包含することを目的とし

て「等」としている。 

 

注意事項*6 

陰性血漿とウイルスをスパイクした血漿を合わせて 20 本以上を適切な比率でならべて試験

を行う。具体的な比率については自動化された機器をもちいるのか、用手法によるのか等

によって異なると考えられる。 

 

注意事項*7 

ここで述べる数コピーから数十コピーのウイルスゲノムの検出は、一般的な NAT に関する

情報を示すものであり、検出感度の設定に当たってコピー数での表示を求めるものではな

い。国際標準品が設定されている場合は IU での表示が望ましい。 

 

注意事項*8 

NAT による検出感度について、安全技術調査会で議論を行い HCV、HBV についてはプー

ル前の原血漿で 2000IU/mL、HIV については 4000IU/mL とするとの結論を出している。 



 1 

血液製剤のウイルスに対する安全性確保を目的とした核酸増幅検査（NAT）の実施に関す

るガイドライン（案） 

 

１．ガイドラインの目的及び適用範囲 

1-1）目 的 

ウイルス遺伝子の検出法として用いられる核酸増幅検査（Nucleic Acid Amplification Test、

以下「NAT」という。）は、主として目的とするウイルス遺伝子の有無を陽性又は陰性と

して判定する定性的な検査手法であり、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子の検出

が可能とされている。特に、このような微量のウイルス遺伝子の検出が要求される NAT を

スクリーニング検査として用いる場合、検出感度等に係る精度管理が適切に行われている

ことが極めて重要である。 

本ガイドラインは、血液製剤の安全性確保を目的として NAT を行う場合において適切な

精度管理が実施されるよう、検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策等に関す

る基本事項を示すことを目的とするものであり、「血漿分画製剤のウイルスに対する安全

性確保に関するガイドライン（平成 11 年 8 月 30 日付け医薬発第 1047 号）」を補完するも

のとして位置付けられるものである。 

なお、血漿分画製剤の製造工程におけるウイルスクリアランスを評価する場合や国際あ

るいは国内ウイルス標準品から自社の標準品を作製する場合など、ウイルス遺伝子の定量

的な検出にも NAT は利用されることがある。このため、本ガイドラインにおいては、NAT

は原則的に定性的な検査法として用いられるものとして記載しているが、必要に応じ定量

的に用いる際に考慮すべき必要事項についても言及することとしている。 

 

1-2）適用範囲 

本ガイドラインは、国内で使用されるすべての輸血用血液製剤及び血漿分画製剤に係る

ドナースクリーニング検査、原料血漿の製造工程への受入れ時の試験、さらには必要に応

じて行われる血漿分画製剤の製造過程における工程内管理試験や最終製品のにおけるウイ

ルス検査として NAT を行う場合に適用されるものであるが、他のヒトあるいは動物から抽

出した生物由来の医薬品についても参照することができる。また、対象となるウイルスは、

主としてヒト免疫不全ウイルス（HIV）、C 型肝炎ウイルス（HCV）及び B 型肝炎ウイルス

（HBV）とするであるが、その他のウイルスについても試験系の開発や感度・精度のバリ

デーションに適用すること準用可能な点については参照することができる。 

 

２．検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策 

ウイルス遺伝子の検出を目的として定性試験である NAT を採用する場合、その分析法を

検証するための重要な項目は特異性と検出感度の 2 点である。特に、プール血漿やミニプ

ール血漿のスクリーニング検査に NAT を採用する場合には、特異性と検出感度の確保はよ

資料２ 
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りが一層重要なものとなる。特に、検査機関等において、NAT を恒常的に実施し検査法と

して確立するには、ウイルス遺伝子の抽出、目的塩基配列の増幅、検出、定量、及びこれ

らを行うための機器の設定と試験に関する最適化した規格・基準を定めておく必要がある。 

さらに、NAT の場合、分析条件の小さな変動が結果に大きな影響を与えることもあるた

め、分析法の頑健性についても、分析条件を小さい範囲で変化させても測定値が影響され

ないという信頼性を示すことで評価する必要がある。具体的には、塩化マグネシウム、プ

ライマー、dNTP のような試薬の濃度を小さい範囲で変動させて最適な条件を求めるなど、

試験する方法を確立していく過程で示すことができる。市販キットを用いる場合には、こ

れらのデータについては、試薬製造メーカーのデータをもって代えることができる。 

 

具体的に頑健性を示すための具体的方法には、例えば陰性試料（目的とするウイルスが

陰性のプール血漿、あるいは試験を行うのと同様の組成の試料）及び陽性試料（目的ウイ

ルスが陰性の血漿プールあるいは試験を行うのと同様の組成の試料に検出感度（95%の確率

で検出されるウイルス量）の 3 倍量のウイルスをスパイク（添加）したもの）を、それぞ

れ少なくとも 20 検体を用いて試験を実施し、すべての陰性試料が陰性となり、すべての陽

性試料が陽性となることによって示すことができる。ウイルス遺伝子の抽出前に超遠心を

使用する方法などでは頑健性に関して特に注意を払う必要がある。この場合、可能であれ

ば目的とするウイルスに対する特異的抗体を持たないが目的とするウイルス遺伝子につい

て陽性を認める複数の血漿を使用して試験することにより示すことができる。 

一方、一つの NAT 反応系で複数のプライマー／プローブを同時に使用することにより複

数のウイルスや遺伝子構造の大きく異なる複数のジェノタイプを同時に検出するマルチプ

レックス NAT が実施されることも多い。マルチプレックス NAT では、複数のプライマー

／プローブを使用することから温度やプライマー濃度などの増幅条件の最適化や非特異反

応防止のための条件設定が煩雑とされている。この場合、個々のウイルスやジェノタイプ

ごとに検出感度等のバリデーションが十分になされている必要がある。 

またマルチプレックスNATで陽性反応が出た場合のウイルス種確認のための試験法を規

定しておく必要がある。 

2-1）施設・設備の整備等に関する事項 

NAT は、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子を検出できるため、増幅産物による

汚染等に細心の注意を払う必要がある。このため、NAT に用いる施設については、原則と

して下記の条件を満たしていることが望まれる。（*1） 

 

① 核酸抽出を行う場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

② 試薬の保管場所及び試薬の調製場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

コメント [Uk1]: 【山口先生コメント】 

IU 表示とする必要があるかご意見をお願
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③ 核酸増幅を行う場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

④ 増幅産物の検出を行う場所 

増幅前の試料を取り扱う部屋と増幅産物を取り扱う部屋とを区別すること。 

 

一方、NAT に用いる緩衝液、酵素、プライマー／プローブ等をあらかじめ混合した調製

済み試液を使用したり、さらにその試液を反応容器に充填してキット化された製品が広く

利用されるようになっている。このようなキット製品と閉鎖系のウイルスゲノムの自動抽

出装置や自動反応装置を利用して NAT を行う場合には、上記のような独立した施設・設備

を必ずしも使用する必要はない。（*1） 

 

また、NAT では、感染性のある標準品や陽性試料を取り扱うことから、試験・検査は、

製造区域とは明確に区別された場所で行うことが必要である。 

 

2-2）機器，器具の保全、管理に関する事項 

ピペット、サーマルサイクラーの校正等、機器操作による検査結果の変動に関して評価

を行うこと。この評価に加え、分析法全体の有効性と信頼性について評価を行うこと（シ

ステム適合性試験）。また、重要な装置（例えば自動抽出機やサーマルサイクラーなど）

を何台か使用する場合、検査精度の確保及び試験方法の標準化に準じ各装置のバリデーシ

ョンを行っておくこと。機器のシステム適合性としては、検出の確認や検出の再現性があ

げられる。 

 

2-3）（被験）検体の移送・保管、試薬の保管・管理に関する事項 

①�  検体の移送・保管に関する事項 

検体の移送あるいは保管中の温度等がNATの結果に与える影響についてあらかじめ評

価をしておくこと。また得られた結果に基づいて、移送や保存中の温度等について条件

設定をしておくこと。 

また凍結保存を行う場合には、凍結融解が NAT の結果に及ぼす影響について評価して

おくこと。 

 

② 試薬の保管・管理に関する事項 

核酸の抽出や NAT に用いる試薬について、後述する品質確保の他、保存期間中の安定性

について評価を行いその実測値に基づいて保存条件を決めておくこと。 
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市販キットを使用する場合は、試薬製造メーカーのデータをもって代えることもができ

るが、キット内容が変更された場合に変更内容の情報提供がされる対策が求められる。ま

た必要に応じて性能の確認を行うべきである。（*2） 

 

2-4） 核酸の抽出・増幅及び増幅産物の検出に関する事項 

① 抽出に関する事項 

スパイク実験等により、用いる抽出法について評価を行うこと。 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることがもでき

る。が、キットの性能通りの抽出が行えることを確認しておく必要がある。またキット内

容が変更された場合に変更内容に関する情報が得られるような対策が求められる。 

  

② プライマー及びプローブに関する事項 

プライマー及びプローブ（以下「プライマー等」という。）は核酸検出系の中心的役割

を果たしており、その品質が NAT の重要な要素となっている。このため、選択したプライ

マー等の科学的合理性を説明できることが必要であり、プライマー等の大きさ、GC 含量、

Tm 値、想定されるヘアピン構造や 2 次構造についての情報を明らかにしておくとともに、

次のような情報も明らかしておくこと。 

 

・ 目的とするウイルス遺伝子（亜）型（ジェノタイプ）等（*5）への対処として、採用

しようとしているNATが目的とするウイルスについてできる限り多くのサブタイプ／バ

リアントを検出できるようにデザインされていることを示す情報。 

・ 検出しようとするウイルス遺伝子の最も共通する配列の選択等、どのように複数のサ

ブタイプ／バリアントを検出できるようにしているのかを説明する情報。 

・ 使用濃度等の条件設定に関する情報 

 

血清学的試験により陽性となった検体を含めて陽性検体のウイルスゲノムの解析を実

施しておくことが有用である。ウイルスゲノムの変異を検出した場合には、使用してい

るプライマー／プローブによる検出能について再評価を行うことが求められる。また必

要に応じてプライマー／プローブの再設計を考慮すること。例えば複数の遺伝子配列を

ターゲットとする Dual target PCR なども有用かもしれない。 

 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができ

るが、キットの性能通りの感度でウイルスゲノムの検出が可能なことを確認しておくこと

が求められる。またキット内容が変更された場合に変更内容に関する情報が得られるよう

な対策が求められる。 

③ プライマー等の純度、ロット間差等の品質の確保に関する事項 
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プライマー等の純度について適切な測定法を用いて解析し、解析結果を示すとともに、

必要に応じてその規格値を定めておくこと。さらに、プライマー等の最適量について、段

階的希釈法での検出能を指標とするなどして解析するとともに、ロット間の一定性につい

ての情報や、複数のロットの合成プライマー等の特性解析結果やイールド等についての詳

細な情報を明らかにしておくこと（*3）。なお、プライマー等の化学修飾を行う場合には、

その詳細に係るデータを含む説明資料を作成しておくこと。 

 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができ

るが、キット内容が変更された場合に変更内容に関する情報が得られるような対策が求め

られる。 

 

④ 使用する酵素の品質の確保に関する事項 

NAT に用いるすべての酵素について、その由来と機能を明らかにしておくこと。酵素の

純度、力価，比活性について受入れ規格を定めておくこと。調製した酵素について、エク

ソヌクレアーゼ活性、DNA 及び RNA 依存性のポリメラーゼ活性等を明らかにしておくこ

と。市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることがで

きる。 

 

⑤ 受入れ基準の設定 

試薬や反応液の受入れ規格を、適切な評価に基づいて作成しておくこと。 

 

2-5）試験の最適化と特異性の確認、非特異的反応の除去に関する事項 

① 特異性の確認（目的とするウイルス遺伝子の検出） 

NAT における特異性とは、試料中に共存すると考えられる物質の存在下で、目的とする

核酸ウイルス遺伝子を確実に検出する能力をいう。NAT の特異性は、プライマー等の選択、

プローブの選択（最終産物の検出に関する）、試験条件の厳密さ（増幅及び検出工程の両

方）に依存している。プライマー等をデザインする際には、用いるプライマー等が目的と

するウイルス遺伝子のみを特異的に検出できるとする根拠を示せること。 

 

さらに、検出しようとする核酸ウイルス遺伝子の配列については、遺伝的によく保存さ

れている配列が用いられる。検出しようとする核酸ウイルス遺伝子の配列、GC 含量の程度、

さらには長さなどについて科学的合理性を説明できる必要がある。また、複数種のジェノ

タイプを検出できる根拠を、説明できること。定量的なアッセイを行う場合には、プライ

マー等のデザインと定量のための標準品の性質について説明できること。（*4） 

 

② 交差反応性（非特異的反応）の除去排除 
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類似ウイルスへの交差反応性の可能性についても特に注意すること。この場合、公開さ

れているデータバンクにより、選んだ全ての配列をデータ検索する方法が有効である。さ

らに、解析に用いたソフト、解析条件についても説明できること。なお、多くの場合、プ

ライマー等を設計する際には、遺伝的によく保存されているウイルス遺伝子の領域が用い

られる。（*4） 

 

③ 増幅産物がの特異性的であるの確認 

増幅産物が目的としたものであることを 2 段 PCR、制限酵素マッピング、配列解析、増

幅産物の分子サイズ、特異的なプローブを用いたハイブリダイゼーションなどにより確認

する必要がある。増幅した産物は、ネスティド・プライマーによる増幅、制限酵素による

解析、シークエンシングあるいは特異的なプローブによるハイブリダイゼーション等の方

法によって確実に同定できることを示すこと。 

NAT により目的とするウイルスの種々の遺伝子型を検出できる能力はプライマー等、反応

条件に依存する。これは適切適当な参照パネルを使用することによって証明すること。 

分析法の特異性をバリデートするために目的とするウイルスについて、可能な限り陰性

の血漿又はミニプール血漿を 100 検体を対象として試験を実施し、陰性であることを確認

し、記録を保存しておくこと。またリアルタイム PCR による NAT ではできる限り多くの陰

性血漿ないしは陰性ミニプール血漿を用いて後述するカットオフ値の妥当性を示すこと。 

 

・ ウイルス遺伝子（亜）型（ジェノタイプ）等（*5）に対する検出感度 

複数のジェノタイプ等のウイルスパネルを用いて試験を行い、各ジェノタイプ等に対し

てどれほどの検出能があるか評価しておくべきである。ウイルスパネルの選択にあたって

はウイルスの分布と流行に関する地理的な疫学データ等を参照すること。（*4） 

 

2-6）検出感度に関する事項 

①�  検出感度 

検出感度とは、試料中に含まれる目的ウイルス遺伝子の検出可能な最低の量で、定量で

きるとは限らない量のことをいう。NAT によるウイルス否定試験は通常、定性試験であっ

て、結果は陰性か陽性のいずれかである。NAT では 95%の確率で検出される検体一定量あ

たりのウイルス遺伝子の最低量である陽性カットオフ値を検出感度として設定する。検出

感度は、検体中のウイルス遺伝子の分布や酵素の効率のようななどの因子により影響され、

個々のウイルス NAT でそれぞれの検出感度が存在する。 

 

② 検出感度の求め方 

・希釈系列の作製 
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標準品の希釈系列を作製すること。希釈液の数を処理しやすい数にするためには、予備

試験（例えば指数系列での段階的な段階的に希釈液を作製するなど）を行い予備的な陽性

検出感度値（すなわち陽性シグナルが得られる最大希釈倍率）を決定する。本試験の希釈

範囲は、予備的な検出感度値付近を選択する（希釈液として陰性血漿を用い、希釈率とし

て 0.5log またはそれ以下を使用する。）。あるいはバリデートされた定量的 NAT を用いる

ことも可能である。95%の確率で検出されるウイルス遺伝子の量は適切な統計学的な手法等

により算出し、その妥当性について説明できること。 

検出感度を求めるためのウイルス標準品等の希釈では、通常の被検検体からの抽出と同

じ条件での抽出を行うために、例えば検体が血漿であれば陰性血漿を用いた希釈系列の作

製を行う必要がある。 

NAT においては、各試験の精度や感度を管理するためには標準品あるいは標準物質（参

照品）が必須である。通常、NAT の開発過程におけるいて、ウイルス濃縮、遺伝子の抽出、

増幅、ハイブリダイゼーション、定量、汚染をモニターするためのには、ウイルス標準品

又は参照品、ランコントロールを用いた解析を行う必要がある。 

ランコントロールにおいとしては、95%の確率で検出される検出感度の 3 倍量のウイルス

を含む陽性コントロール（strikethrough:標準検体）を用いることが推奨される。試験では、

この陽性コントロール（strikethrough:標準検体）は必ず陽性にならなければならない。この

ように陽性コントロール（strikethrough:標準検体）を用いることにより、各試験の成立をモ

ニターすることが可能となる。 

一方、NAT 関連技術の向上により NAT でのウイルス検出が非常に高感度化されてきてい

るため、９５％の確率で検出される検出感度の 3 倍量のウイルスを含むランコントロール

は極めて低濃度で調製が容易でない場合もある。このためにランコントロールの設定とし

て、例えば HBV、HCV、HIV を対象とした NAT では原則的に 100IU/mL 以下で、かつ再現

性の良いランコントロールの設定も可能である。 

 

・3 回以上の独立した試験の実施 

少なくとも 3 つの独立した希釈系列を用い、充分な回数の試験を繰り返し、各希釈段階

での総試験回数が 24 になるように試験を実施する。例えば、3 つの希釈系列を別々の日に

8 回行う、4 つの希釈系列を別々の日に 6 回行う、6 つの希釈系列を別々の日に 4 回行うな

どである。これらの結果は試験法の日差変動を示す役目も果たしている。 

交叉汚染が防止できていることを示すために、陰性プール血漿と陰性プール血漿に高い

濃度で目的とするウイルスをスパイクした陽性検体陰性プール血漿（濃度としては 95%の

確率で検出されるウイルス量の 100 倍量以上）をについて、少なくとも 20 検体をランダム

に配置するなどして、試験することにより確認しておくこと。（*6） 

・使用する標準品 

① 国際標準品、 

コメント [Uk2]: 【山口先生コメント】「指

数段階的」の用語を訂正 
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② 国際標準品とのデータの互換性が保証された国内標準品 

③ 国際標準品又は国内標準品とのデータの互換性が保証に対して校正された自社標準

物質等（参照品） 

のいずれかを使用すること。 

 

バリデーション試験が実施された自動抽出装置や自動反応装置を用いる場合には、機

器の製造メーカーが実施したバリデーション試験を引用することも可能であるが、導入

に当たっては各施設で機器の性能が担保されていることを確認する試験を行う必要があ

る。 

 

2-7）判定基準の設定に関する事項 

① 陽性及び陰性の判定基準の文書化 

陽性及び陰性の判定基準を文書化しておく必要がある。 

② 再試験を行う時の基準及び判定基準の文書化 

再試験を行うときの基準、再試験での判定基準についても文書化しておく必要がある。

例えばミニプールで陽性反応を検出したにもかかわらず個別検体では全て陰性であった場

合の対応について明確にしておくこと。 

 

2-8）従事者の技術の標準化と向上に関する事項 

NAT は、数コピーから数十コピー（*7）のウイルス遺伝子の検出が可能とされる高感度

検査であるため、操作中の汚染やピペット操作や試験チューブの開閉等を含め従事者の技

能がその試験の成否を大きく左右する。市販のキットを試験法の一部または全てに使用す

る場合で、キットの製造元で実施されたバリデーション資料がある場合はユーザーによる

バリデーションデータに加えることができる。しかし、その目的に応じたキットの性能を

示す必要がある。 

例えば、二人以上の者が試験を実施する場合、試験者ごとに、目的とするウイルスの陽

性コントロールを、（95%の確率で検出される検出感度の 3 倍量の標準品あるいは標準物質

等をスパイクした陰性プール血漿あるいは試験を行うのと同様の組成の陰性試料にスパイ

クしたもの）について試験を実施すること。この試験（8 本の試験検体）を別々の日に 3 回

繰り返すこと（すなわちのべ３日の試験により計 24 試験が実施されることになる）。その

結果が全て陽性になることを確認し、結果を保存しておくこと。 

 

①�  作業手順の標準化と作業手順書の作成 

NAT のような試験は、分析法のバリデーションや試験結果そのものが種々の要因の影響

をうけ易いので、試験操作法を標準化し、正確な作業手順書を作成すること。作業手順書

には以下の項目を含むものとする。 

コメント [Uk3]: 【山口先生コメント】再試

験の基準に関する具体的記載 
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・ サンプリングの方法（容器の種類等） 

・ ミニプールの調製方法 

・ 試験までの保存条件 

・ 交叉汚染やウイルス遺伝子・試薬・標準検体（陽性コントロール）の劣化を防止する

ための試験条件の正確な記述 

・ 使用する装置の正確な記述 

・ 統計解析を含む結果の詳細な計算式 

 

② 検査従事者を対象とした教育・訓練、技能検査の実施 

NAT の恒常性を担保するには検査従事者の教育と技能向上が非常に重要である。NAT 従

事者に対して教育・訓練を行うとともに必要に応じて定期的にその技能検査を行うことが

推奨される。 

 

③ 作業記録の作成、保管・管理 

作業記録を作成し、必要に応じ照会できるよう必要な期間にわたって適切に保管・管理

を行うこと。 

 

2-9）汚染防止に関する事項 

① 試験操作中の器具などを介した汚染の防止策 

試験操作中において器具などを介した汚染の防止策を講じておく必要がある。 

② 着衣、履物等を介した汚染拡大の防止策 

着衣、履物等を介した汚染の防止策を講じておく必要がある。 

③ 増幅産物の飛散等による汚染の防止策 

増幅産物の飛散による汚染の防止策を講じておく必要がある。 

 

バリデーション試験が実施された自動抽出装置や自動反応装置を用いることにより閉鎖

系としてウイルスゲノムの抽出･増幅・検出が行える場合には、これらの対応が必ずしも必

要というわけではない。ただし、それ以外に、不測の事態・不具合が起こったとき等、機

器の性能が担保されていることを確認すること。 

 

３．試験、検出結果の意義づけ 

3-1)「陽性」と判定した結果の意義 

NAT で「陽性」と判定した際に、取るべき手順を文書化しておくこと。 

 

3-2)「陰性」と判定した結果の意義 

コメント [Uk4]: 【山口先生コメント】閉鎖

系に関する記載の追記 



 10 

NAT で「陰性」と判定した結果について、検出限界を考慮したその意義を考察しておく

こと。また、他の事由から結果が偽陰性の可能性がでてきた場合、取るべき手順を文書化

しておくこと。 

 

3-3)必要とされる検出限界値（*8）について 

必要とされる検出限界値については、対象となるウイルス毎に別途に示す。 

 

４．新技術の導入に関する事項 

NAT 及び NAT 関連技術の進歩は急速であるため、可能な限り最新の科学的水準に基づい

た技術導入を図ること。なお、その際には、導入される新技術について適切な評価を行っ

ておくこと。 
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（付 録） 

【用語集】 

○ 標準品 

国際的ないしは国内の公機関によって策定された国際標準品あるいは国内標準品 

○ 標準物質（参照品） 

標準品に対して校正された標準となる物質 

 

注意事項*1 

「原則として下記の条件を満たしていることが望まれる」とは、自動化された閉鎖系での

抽出装置を用いるなど、交差汚染を防ぐ装置が用いられていたり、調製済みのキット製品

等交差汚染を防ぐ適切な手段が採用されている場合などでは、そのような手段を用いるこ

とによって「下記の条件」を満たすことが可能な場合もあることを意味している。この場

合、そうした対策の妥当性を説明するとともに、必要に応じて交差汚染防止が充分に成さ

れていることを示すデータの提示が求められるであろう。言い換えれば下記の４条件を満

たすようなどのような独自の対策とその妥当性を示すことによって、用いる施設や装置に

ついてはケースバイケースで判断できるということである。 

 

注意事項*2 

2-3）及び 2-4）等で試薬製造メーカーのデータを提出することによって必要とされるデータ

に代えようとする場合にどの程度のデータが必要とされるかは採用しようとしている試験

法等に依存するためにケースバイケースで判断する必要がある。しかし、少なくともガイ

ドラインの趣旨に添ったデータが提出される必要があり、もし充分なデータが試薬製造メ

ーカーによって提供されない場合には各申請者が必要なデータを作成しなくてはならない

ケースも想定される。また企業の知的財産等の関係で試薬製造メーカーから全てのデータ

が申請者に提出されない場合、診断薬等としてすでに承認を受けている場合には、その承

認書に関するデータを試薬製造メーカーより直接規制当局へ提出するか、あるいはドラッ

グマスターファイルに準じた取り扱いが必要となると考えられる。但し、診断薬としての

承認に必要とされるデータと血漿分画製剤のNATにおいて必要とされるデータは必ずしも

同一ではない可能性があり、追加のデータが必要となることも考慮すべきである。 

 

注意事項*3 

ここで述べられている詳細な情報とは、プライマー等の特性解析結果としての純度、最適

量、ロット間の一定性等を含めた情報であり、さらにロット間のイールド等のデータも含
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めて情報を明らかにしておくことにより、イールド等がその基準に達しないときには製造

されたプライマーの品質が何らかの問題がないか検討する必要性を指摘したものである。 

 

注意事項*4 

2-5)試験の最適化と特異性の確認や2-6）検出感度はNATによるウイルス検出の根幹であり、

市販試薬等でその製造メーカーからの情報ではその妥当性が立証されない場合が想定され、

必要に応じて複数のウイルスジェノタイプ等の検出能や国内あるいは国際標準品を用いた

検出感度の評価が必要になることもあると思われる。この点に関して、試薬製造メーカー

からガイドラインで求められている程度に必要充分なデータが提供される場合には、それ

で代えることも可能である。 

 

注意事項*5 

遺伝子型の分類として、HBV と HCV ではジェノタイプが、HIV については主としてサブ

タイプという表現が使用されている。 

ここでの記載の目的は、NAT によるウイルスゲノム検出に当たって、ウイルスゲノムの塩

基配列の差異によらずできる限り多くのジェノタイプやサブタイプを検出できることを示

すことを求めているものである。従ってここでは、それらを全て包含することを目的とし

て「等」としている。 

 

注意事項*6 

陰性血漿とウイルスをスパイクした血漿を合わせて 20 本以上を適切な比率でならべて試験

を行う。具体的な比率については自動化された機器をもちいるのか、用手法によるのか等

によって異なると考えられる。 

 

注意事項*7 

ここで述べる数コピーから数十コピーのウイルスゲノムの検出は、一般的な NAT に関する

情報を示すものであり、検出感度の設定に当たってコピー数での表示を求めるものではな

い。国際標準品が設定されている場合は IU での表示が望ましい。 

 

注意事項*8 

NAT による検出感度について、安全技術調査会で議論を行い HCV、HBV についてはプー

ル前の原血漿で 2000IU/mL、HIVについては 4000IU/mLとするとの結論を出している。HBV、

HIV についても別途定める必要がある。これらの検出感度については、プールサイズの変

更、NAT の技術進歩、周辺技術の改良等により適宜見直しをすることが必要と考えられる。

従って、最新の科学技術の進歩に応じて柔軟に設定すべきものと考えられるので、指針本

体ではなく別途定め通知するものとする。 

コメント [Uk5]: 【山口先生コメント】コメ

ントいただいておりましたが、根拠につい

ては Q&A 等で説明したいと思います 



資料３

改正案はＥＰ、及びＩＣＨのガイドラインから逸脱
しない内容であることを希望

当社ではＮＡＴはＥＰ、及びＩＣＨのガイドラインに準拠して
行われているため

FDAやEMAのガイドラインとの整合
性は取れていると理解しています
が、EPやUSPのガイドラインについ
てはこれまで十分な比較検討を
行ってきておりません。

技術の進歩に合わせて内容を見直すことは大
切だが、minimum requirementであること

規制的要件については安全技術調
査会等での議論に基づいて整備を
する必要があると思います。本ガイ
ドラインは技術的要件を中心に記
載されるものと理解しております。

海外のNATに関するガイダンスとの整合性を
図っておく必要があること。

NATガイドライン作成時にはFDA及
びEMEAガイドラインとの整合性は
取れていたと考えられます。最新
のガイドラインとの比較では、制度
の違いに基づくと思われる差異も
見られるようですが、本ガイドライン
の目的を超えているかどうかの判
断をしたいと思います。

注意事項（Q&A）の整備 必要に応じて見直します

1-1）目 的

現在は、代表的なウイルスについて国際標準
品が設定されていることから、コピー数表記で
はなくIUに変更するほうがよい。

全体を通して見直して、IU標記に統
一すべき個所はそのようにしたいと
思いますが、単にNATの高感度性
を説明している個所ではIUと書いて
も意味が伝わらないと思いますの
で、その点はご了解ください。

1-2）適用
範囲

最終製品のウイルス検査は、安全技術調査会
で実施しないこととされたことから削除するほう
がよい

ご提案のとおり削除します。

 HCV, HBV, HIV以外のウイルス検出への適用
をどう考えるか：パルボウイルスB19はFDAでも
その要件が示されており、検討が必要となるで
あろう。（FDAの10^4IU/mlに準じるのがよい。）
HEVは北海道で限定して試行されており、また
各社で受け入れ試験として行われている実態も
ある。WNVなど将来的に必要かもしれない。

NATガイドラインにHIV、HCV、HBV
以外のウイルスについて規制的要
件を挿入するには、上の委員会の
で結論を待つ必要がある。他のウ
イルスへの適用については、表現
を分かりやすくするように変更しま
す。

血液製剤のウイルスに対する安全性確保を目的とした核酸増幅検査（NAT）の実施に関するガイドライン(コメント）

コメント

１．ガイドラインの目的及び適用範囲

個別項目へのコメント

ガイドライン全体へのコメント
理由、根拠、修正案



NATガイドライン中に「試験・検査」という言葉が
できてきますが（（項目2-1）の最後）、試験と検
査の違いがあれば教えてください。

検査はルーチンワークとしてのNAT
による「ウイルス試験」を検査として
いると理解しております。十分に書
き分けられているか検討します

HBVへの適用では、血清学的試験により高タイ
ターの血漿を排除したうえでNATを適用しないと
汚染が起きやすいが、その点についての記載
がない。

交差汚染に可能性の言及について
は、実態に関する調査を含めて判
断したい。

Multiplex PCRに関する記載がないが、記載の
必要性も含めて議論が必要。 FDAのガイドラインではMultiplex

PCRに関する記載も整備されてお
り、Multiplex PCRを導入するときの
注意点やバリデーションのあり方に
ついては記載する方向で検討しま
す。

①個別NATの実施に当たっての記載が必要
か。あまり具体的に書き過ぎても困る可能性あ
り。
②他の方法（TMA法等）の必要性
③Taq polymeraseの化学修飾（Hot startなど）
への言及

①ミニプールNATにより陽性になった場合、個別NATによ
りどの検体が陽性であったかを明らかにする必要があ
る。その場合同一のプライマープローブを用いる必要が
ある。また個別NATで陰性となった場合の判断を書く必
要がある。

MultiPlex PCRで陽性になった場合
に個別NATで陽性となったウイル
スの同定についても記載したいと
思います。他のNATや新たな技術
について個別に触れるのは難しい
かもしれませんのでQ&A等での対
応を検討いたします

2-1)の修正(追記）を希望

NATは数ダース(十）コピーのウイルス遺伝子を検出でき
ることから、増幅産物による汚染などが起きないように十
分な配慮をする必要がある。留意事項には作業者の導
線や更衣、材料の流れ、エアフローや給気、除染法など
が含まれる。最近の市販NATキットは自動化されたイン
ハウスシステムと同様にNAT試験のために一つのシステ
ムを用いている。同時に試薬もチューブやカセットに入っ
た調整済みのもが用いられる。さらに、汚染が起こりやす
い増幅及び検出操作も閉鎖系で行われる。従って、この
ような閉鎖系のNAT試験を採用している場合には、NAT
試験の各ステップに対応したエリアや区画を分ける必要
がない。開放系では、マスターミックスの調製、資料の処
理や抽出、NATによる増幅、及び増幅産物の検出といっ
たNAT試験の各ステップを開放系で行う場合には、原則
的通りに、試験はそれぞれ異なるエリアや区画で実施す
る必要がある。 (*1)

自動化機器やキットの使用につい
て言及するようにします。

２－１）で引用されているようにNATのこの部分
の記載について時間も経過しており、最近の市
販NATキット等は調整済みで、閉鎖系かつ分注
済みのものが利用可能である。試薬もチューブ
やカセットに入った調整済みのもが用いられて
おり、最近の市販システムを用いる場合には本
記載はもはや不要である。 この記載は変更す
る必要がある。

最近の市販NATキットは自動化されたインハウスシステ
ムと同様にNAT試験のために一つのシステムを用いてい
る。同時に試薬もチューブやカセットに入った調整済みの
もが用いられる。さらに、汚染が起こりやすい増幅及び検
出操作も閉鎖系で行われる。従って、このような閉鎖系
のNAT試験を採用している場合には、NAT試験の各ス
テップに対応したエリアや区画を分ける必要がない。
種々の試薬やテストキットを用いるNAT試験をインハウス
のシステムを用いて開放系で実施する場合には、ANTが
数コピーから数十コピーのウイルスゲノムを検出できるこ
とから、NATによる増幅産物の汚染が起きないように最
善の注意を払う必要がある。従って開放系で実施する
NATの試験設備はガイダンスに示された条件に適合する
必要がある。 (*1)

自動化機器やキットの使用につい
て言及するようにします。

自動化機器が普及している中で、本文の（＊1）
の内容について、例えば「交差汚染の防止等が
なされている場合はこの限りではない。」など、
本文中に記載し、条件設定した方がよいのでは
ないでしょうか

自動化機器やキットの使用につい
て言及するようにします。

2-2）機器，
器具の保
全、管理に
関する事項

NAT検査におけるシステム適合性試験とは、具
体的にどういうことをすればよいのでしょうか。

検出の確認（ランコントロール）、検
出系の性能(特異性）、再現性が挙
げられますが、試験ごとに実施する
ということではなくバリデーションも
含めてのことです。説明を追記する
ようにします。

2-3）（被
験）検体の
移送・保
管、試薬の
保管・管理
に関する事

抽出法やプライマー、プローブ等の市販キット
の使用：バリデーション、キットの受け入れ試
験、キット変更の場合などの記載が必要ではな
いか。（USPにはキットの要件が記載されてい
る。）

USPの市販キットの使用に関する
General Chapterを参考に案文を作
成してみます。

2-1）施設・設備の整備等に関する事項

２．検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策



2-4）核酸
の抽出・増
幅及び増
幅産物の
検出に関す

ウイルスゲノムの変異により検出が出来なくな
る可能性について、適切な評価を行うことを記
載するべき（HIVのゲノム変異）。

EMAがHIVのゲノム変異により検出が出来ないキットがあ
ることについて注意喚起を行った（シングルターゲットに
代えてデュアルターゲットPCRの推奨）

ゲノムの変異が起きている可能性
を日ごろから検討することとして、
血清試験で陽性になった検体のゲ
ノム解析を行う必要性について言
及する案文を提案。また、デュアル
ターゲットPCRを行う場合に考慮す
べき事項についての記載について
も案文を提案します。

 Realtime PCR/RT-PCRでの検出の確認に関し
てカットオフ値の設定に関する記載がない。

用手法での記載と比較して適切に
整備したいと思います。カットオフ
値の設定など

2-5）試験
の最適化と
特異性の
確認、非特
異的反応
の除去に関
する事項

(3) 増幅産物の特異性の確認
「増幅産物が目的としたものであることを2段
PCR、制限酵素マッピング、配列解析、増幅産
物の分子サイズ、特異的なプローブを用いたハ
イブリダイゼーションなどにより確認する必要が
ある」と記載すべきである。

そのように修正します。

①特異性の確認
○核酸→ウイルス遺伝子

ウイルス遺伝子に修正します

③増幅産物が特異的である確認
　　　キットの使用者で、様々なジェノタイプのウ
イルスを入手する場合が困難な場合もあること
から、次の一文を記載する。
　　・ウイルス遺伝子型等に対する検出感度
　　　○最終行に、「市販キットを使用する場合
は、試薬製造メーカーのデータをもって代えるこ
とができる。」を追記する。

市販キットの使用に関する考慮事
項と共に、どのように記載するかを
検討する。

・NAT検査におけるばらつきは、一般的にどれく
らいまでを許容すると考えればよいでしょうか。

一概には言えないのではないで
しょうか。検出限界近くの低濃度の
ウイルス溶液では、採取サンプル
中に含まれるウイルス量は非常に
ばらつくことが想定されています。
一方で、FDAのパルボウイルスの
検出限界のように、10＾4IU/mlであ
ればこのような希釈液でのサンプリ
ングによる誤差はそれほど大きい
とは考えにくい。

・定量NAT試験系は、分析法バリデーションに
従った方がよいのでしょうか。

ICH Q2A及びICH Q2Bが参考にな
ると考えられるが、全てが適用可
能か検討させていただきます。

陰性パネル：陰性血漿の調達法、現行の記載
は十分か？「100検体を試験し、陰性であること
を確認」の妥当性（従来の打率の考え方に基づ
いたものであり、現行のリアルタイムPCRとは考
え方が異なる。）

リアルタイムPCRでの陰性血漿の
評価法については再検討させてい
ただきます。上記参照

凍結乾燥されていないＲＮＡウイルス標準品（社
内標準品を含め）の安定性についてどのように
考えられるか説明してほしい。

標準品の安定性について、ＤＮＡウイルスでは問題が少
ないと思われますが、ＲＮＡウイルスでは長期保存により
コピー数が低下する傾向があるように思われます。

本文中に記載することが難しい場
合にはQ&Aに記載するよう検討し
ます。

2-6）検出
感度に関す
る事項

②検出感度の求め方
　　・3回以上の独立した試験の実施
　　　○最終行に、「自動化機器の場合は、製造
メーカーのデータをもって代えることができる。」

追記するようにします。

NATガイドラインに記載されている、n数に関す
る制定当時の考え方（根拠）を明示してほしい
（例；頑健性のn=20、95%感度の3倍など）。

ｎ数の根拠を明確に答えることは難
しいと思いますが、海外の規制当
局のガイドラインも参考にした値で
す。



検出限界の解析のための標準品の希釈法：希
釈には陰性血漿を用いるべき。

PBS等で希釈系列を作製すると、
実サンプルとの抽出効率等の齟齬
が出来る可能性を記載したいと思
います。

バリデーションのための標準品や参照パネル；
標準品、自社標準物質の記載について　　①国
際標準品、②国際標準品で校正された国内標
準品　③国際標準品又は国内標準品とのデー
タの互換性が保証された自社標準物質等(参照
品）

国内標準品は、IU単位で表示され
ている場合には国際標準品に対し
て校正されています。自社標準物
質の作製について追記する必要が
あるか議論を行いたいと思います。
ご指摘部分は修正するようにしま
す。

ランコントロールについて、９５％の検出感度の
3倍量のランコントロールウイルスが必ず陽性に
なることを求めているが、HBVの検出感度はす
でに数IUと非常に高感度であり、９５％の検出
感度の3倍量のランコントロールウイルスを設定
することが困難である。ランコントロールの設定
について適切な記載にしていただきたい。

ＮＡＴ法の技術革新が進み、高感度になったために非常
に低濃度のランコントロールの調製が難しくなっている。

低濃度のランコントロールが必要な
場合の設定について言及するよう
にします。



2-7）判定
基準の設
定に関する

再試験の基準に関する記載が必要。
FDAガイドラインの記載を参考に記
載案を提案させていただきます。

2-8）従事
者の技術
の標準化と
向上に関す
る事項
2-9）汚染
防止に関す
る事項

汚染防止対策は、最新の市販されている閉鎖
系システムを用いないで、インハウスの開放系
を用いる場合に適用すべきである。

上記のコメント同様、適切な閉鎖系
での対応をとる場合には、ここで書
かれているような部屋の区別は不
要とする記載を追記したいと思いま
す。

3-1)「陽性」
と判定した
結果の意
3-2)「陰性」
と判定した
結果の意
3-3)必要と
される検出
限界値
（*8）につい

その他

本活動のスケジュール（3年間）を教えていただ
けますでしょうか　（大まかなものでかまいませ
ん）。

具体的スケジュールについては
NAT小委員会のスケジュールもあ
り、見通しについては少し待ってい
ただきたい。

４．新技術の導入に関する事項

【用語集】

注意事項

３．試験、検出結果の意義づけ



血液製剤のウイルスに対する安全性確保を目的とした核酸増幅検査（NAT）の実施に関す

るガイドライン（現状版） 

 

１．ガイドラインの目的及び適用範囲 

1-1）目 的 

ウイルス遺伝子の検出法として用いられる核酸増幅検査（Nucleic Acid Amplification Test、

以下「NAT」という。）は、目的とするウイルス遺伝子の有無を陽性又は陰性として判定

する定性的な検査手法であり、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子の検出が可能と

されている。特に、このような微量のウイルス遺伝子の検出が要求される NATをスクリー

ニング検査として用いる場合、検出感度等に係る精度管理が適切に行われていることが極

めて重要である。 

本ガイドラインは、血液製剤の安全性確保を目的として NAT を行う場合において適切な

精度管理が実施されるよう、検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策等に関す

る基本事項を示すことを目的とするものであり、「血漿分画製剤のウイルスに対する安全

性確保に関するガイドライン（平成 11年 8月 30日付け医薬発第 1047号）」を補完するも

のとして位置付けられるものである。 

なお、血漿分画製剤の製造工程におけるウイルスクリアランスを評価する場合や国際あ

るいは国内ウイルス標準品から自社の標準品を作製する場合など、ウイルス遺伝子の定量

的な検出にも NATは利用されることがある。このため、本ガイドラインにおいては、NAT

は原則的に定性的な検査法として用いられるものとして記載しているが、必要に応じ定量

的に用いる際に考慮すべき必要事項についても言及することとしている。 

 

1-2）適用範囲 

本ガイドラインは、国内で使用されるすべての輸血用血液製剤及び血漿分画製剤に係る

ドナースクリーニング検査、原料血漿の製造工程への受入れ時の試験、さらには必要に応

じて行われる血漿分画製剤の製造過程における工程内管理試験や最終製品のウイルス検査

として NAT を行う場合に適用されるものであるが、他のヒトあるいは動物から抽出した生

物由来の医薬品についても参照することができる。また、主として対象となるウイルスは、

ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、C 型肝炎ウイルス（HCV）及び B 型肝炎ウイルス（HBV）

とするが、その他のウイルスについても準用可能な点については参照することができる。 

 

２．検査精度の確保及び試験方法の標準化のための方策 

ウイルス遺伝子の検出を目的として定性試験である NAT を採用する場合、その分析法を

検証するための重要な項目は特異性と検出感度の 2点である。特に、プール血漿のスクリ

ーニング検査に NAT を採用する場合には、特異性と検出感度の確保はより一層重要なもの

となる。特に、検査機関等において、NATを恒常的に実施し検査法として確立するには、

参考資料１ 



ウイルス遺伝子の抽出、目的塩基配列の増幅、検出、定量、及びこれらを行うための機器

の設定と試験に関する最適化した規格・基準を定めておく必要がある。 

さらに、NATの場合、分析条件の小さな変動が結果に大きな影響を与えることもあるた

め、分析法の頑健性についても、分析条件を小さい範囲で変化させても測定値が影響され

ないという信頼性を示すことで評価する必要がある。具体的には、塩化マグネシウム、プ

ライマー、dNTP のような試薬の濃度を小さい範囲で変動させて最適な条件を求めるなど、

試験する方法を確立していく過程で示すことができる。市販キットを用いる場合には、こ

れらのデータについては、試薬製造メーカーのデータをもって代えることができる。 

 

具体的に頑健性を示すためには、陰性試料（目的とするウイルスが陰性のプール血漿、

あるいは試験を行うのと同様の組成の試料）及び陽性試料（目的ウイルスが陰性の血漿プ

ールあるいは試験を行うのと同様の組成の試料に検出感度（95%の確率で検出されるウイル

ス量）の 3倍量のウイルスをスパイク（添加）したもの）を、それぞれ少なくとも 20検体

を用いて試験を実施し、すべての陰性試料が陰性となり、すべての陽性試料が陽性となる

ことによって示すことができる。ウイルス遺伝子の抽出前に超遠心を使用する方法などで

は頑健性に関して特に注意を払う必要がある。この場合、可能であれば目的とするウイル

スに対する特異的抗体を持たないが目的とするウイルス遺伝子について陽性を認める複数

の血漿を使用して試験することにより示すことができる。 

 

2-1）施設・設備の整備等に関する事項 

NATは、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子を検出できるため、増幅産物による

汚染等に細心の注意を払う必要がある。このため、NAT に用いる施設については、原則と

して下記の条件を満たしていることが望まれる。（*1） 

 

(1) 核酸抽出を行う場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

(2) 試薬の保管場所及び試薬の調製場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

 (3) 核酸増幅を行う場所 

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行うこと。 

(4) 増幅産物の検出を行う場所 

増幅前の試料を取り扱う部屋と増幅産物を取り扱う部屋とを区別すること。 

 

また、NAT では、感染性のある標準品や陽性試料を取り扱うことから、試験・検査は、

製造区域とは明確に区別された場所で行うことが必要である。 

 



2-2）機器，器具の保全、管理に関する事項 

ピペット、サーマルサイクラーの校正等、機器操作による検査結果の変動に関して評価

を行うこと。この評価に加え、分析法全体の有効性と信頼性について評価を行うこと（シ

ステム適合性試験）。また、重要な装置（例えば自動抽出機やサーマルサイクラーなど）

を何台か使用する場合、検査精度の確保及び試験方法の標準化に準じ各装置のバリデーシ

ョンを行っておくこと。 

 

2-3）（被験）検体の移送・保管、試薬の保管・管理に関する事項 

(1) 検体の移送・保管に関する事項 

検体の移送あるいは保管中の温度等がNATの結果に与える影響についてあらかじめ評価 

をしておくこと。また得られた結果に基づいて、移送や保存中の温度等について条件設定

をしておくこと。 

また凍結保存を行う場合には、凍結融解が NAT の結果に及ぼす影響について評価してお

くこと。 

 

(2) 試薬の保管・管理に関する事項 

核酸の抽出や NATに用いる試薬について、後述する品質確保の他、保存期間中の安定性

について評価を行いその実測値に基づいて保存条件を決めておくこと。 

 

市販キットを使用する場合は、試薬製造メーカーのデータをもって代えることができる。

（*2） 

 

2-4)  核酸の抽出・増幅及び増幅産物の検出に関する事項 

(1) 抽出に関する事項 

スパイク実験等により、用いる抽出法について評価を行うこと。 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができる。 

  

(2) プライマー及びプローブに関する事項 

プライマー及びプローブ（以下「プライマー等」という。）は核酸検出系の中心的役割

を果たしており、その品質が NATの重要な要素となっている。このため、選択したプライ

マー等の科学的合理性を説明できることが必要であり、プライマー等の大きさ、GC 含量、

Tm値、想定されるヘアピン構造や 2次構造についての情報を明らかにしておくとともに、

次のような情報も明らかしておくこと。 

 



・ 目的とするウイルス遺伝子（亜）型（ジェノタイプ）等（*5）への対処として、採用

しようとしているNATが目的とするウイルスについてできる限り多くのサブタイプ／バ

リアントを検出できるようにデザインされていることを示す情報。 

・ 検出しようとするウイルス遺伝子の最も共通する配列の選択等、どのように複数のサ

ブタイプ／バリアントを検出できるようにしているのかを説明する情報。 

・ 使用濃度等の条件設定に関する情報 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができ

る 

 

(3) プライマー等の純度、ロット間差等の品質の確保に関する事項 

プライマー等の純度について適切な測定法を用いて解析し、解析結果を示すとともに、

必要に応じてその規格値を定めておくこと。さらに、プライマー等の最適量について、段

階的希釈法での検出能を指標とするなどして解析するとともに、ロット間の一定性につい

ての情報や、複数のロットの合成プライマー等の特性解析結果やイールド等についての詳

細な情報を明らかにしておくこと（*3）。なお、プライマー等の化学修飾を行う場合には、

その詳細に係るデータを含む説明資料を作成しておくこと。 

 

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることができ

る 

 

(4) 使用する酵素の品質の確保に関する事項 

NATに用いるすべての酵素について、その由来と機能を明らかにしておくこと。酵素の

純度、力価，比活性について受入れ規格を定めておくこと。調製した酵素について、エク

ソヌクレアーゼ活性、DNA 及び RNA依存性のポリメラーゼ活性等を明らかにしておくこ

と。市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもって代えることがで

きる。 

 

(5) 受入れ基準の設定 

試薬や反応液の受入れ規格を、適切な評価に基づいて作成しておくこと。 

 

2-5）試験の最適化と特異性の確認、非特異的反応の除去に関する事項 

(1) 特異性の確認（目的とする遺伝子の検出） 

NATにおける特異性とは、試料中に共存すると考えられる物質の存在下で、目的とする

核酸を確実に検出する能力をいう。NAT の特異性は、プライマー等の選択、プローブの選

択（最終産物の検出に関する）、試験条件の厳密さ（増幅及び検出工程の両方）に依存し



ている。プライマー等をデザインする際には、用いるプライマー等が目的とするウイルス

遺伝子のみを検出できるとする根拠を示せること。 

 

さらに、検出しようとする核酸の配列については、遺伝的によく保存されている配列が

用いられる。検出しようとする核酸の配列、GC含量の程度、さらには長さなどについて科

学的合理性を説明できる必要がある。また、複数種のジェノタイプを検出できる根拠を、

説明できること。定量的なアッセイを行う場合には、プライマー等のデザインと定量のた

めの標準品の性質について説明できること。（*4） 

 

(2) 交差反応性（非特異的反応）の除去 

類似ウイルスへの交差反応性の可能性についても特に注意すること。この場合、公開さ

れているデータバンクにより、選んだ全ての配列をデータ検索する方法が有効である。さ

らに、解析に用いたソフト、解析条件についても説明できること。なお、多くの場合、プ

ライマー等を設計する際には、遺伝的によく保存されているウイルス遺伝子の領域が用い

られる。（*4） 

 

(3) 増幅産物が特異的である確認 

NATにより目的とするウイルスの種々の遺伝子型を検出できる能力はプライマー等、反

応条件に依存する。これは適当な参照パネルを使用することによって証明すること。 

分析法の特異性をバリデートするために目的とするウイルスについて陰性の血漿又はミ

ニプール血漿を少なくとも 100検体を試験し、陰性であることを確認し、記録を保存して

おくこと。 

・ ウイルス遺伝子（亜）型（ジェノタイプ）等（*5）に対する検出感度 

複数のジェノタイプ等のウイルスパネルを用いて試験を行い、各ジェノタイプ等に対し

てどれほどの検出能があるか評価しておくべきである。ウイルスパネルの選択にあたって

はウイルスの分布と流行に関する地理的な疫学データ等を参照すること。（*4） 

2-6）検出感度に関する事項 

(1) 検出感度 

検出感度とは、試料中に含まれる目的ウイルス遺伝子の検出可能な最低の量で、定量で

きるとは限らない量のことをいう。NAT によるウイルス否定試験は通常定性試験であって、

結果は陰性か陽性のいずれかである。NATでは 95%の確率で検出される検体一定量あたり

のウイルス遺伝子の最低量である陽性カットオフ値を検出感度として設定する。検出感度

は、検体中のウイルス遺伝子の分布や酵素の効率のような因子により影響され、個々のウ

イルス NAT でそれぞれの検出感度が存在する。 

 

(2) 検出感度の求め方 



・希釈系列の作製 

標準品の希釈系列を作製すること。希釈液の数を処理しやすい数にするためには、予備

試験（例えば指数段階的に希釈を作製するなど）を行い予備的な陽性検出感度値（すなわ

ち陽性シグナルが得られる最大希釈倍率）を決定する。希釈範囲は、予備的な検出感度値

付近を選択する（希釈液として陰性血漿を用い、希釈率として 0.5logまたはそれ以下を使

用する。）。あるいはバリデートされた定量的 NAT を用いることも可能である。95%の確

率で検出されるウイルス遺伝子の量は適切な統計学的な手法等により算出し、その妥当性

について説明できること。からの抽出 

NATにおいては、各試験の精度や感度を管理するためには標準品あるいは標準物質（参

照品）が必須である。通常、NATの開発過程における、ウイルス濃縮、遺伝子の抽出、増

幅、ハイブリダイゼーション、定量、汚染をモニターするための標準品又は参照品、ラン

コントロールを用いた解析を行う必要がある。 

ランコントロールにおいては、95%の確率で検出される検出感度の 3倍量のウイルスを含

む陽性コントロール（strikethrough:標準検体）を用いることが推奨される。試験では、この

陽性コントロール（strikethrough:標準検体）は必ず陽性にならなければならない。このよう

に陽性コントロール（strikethrough:標準検体）を用いることにより、各試験の成立をモニタ

ーすることが可能となる。 

・3回以上の独立した試験の実施 

少なくとも 3つの独立した希釈系列を用い、充分な回数の試験を繰り返し、各希釈段階

での総試験回数が 24になるように試験を実施する。例えば、3つの希釈系列を別々の日に

8 回行う、4つの希釈系列を別々の日に 6回行う、6つの希釈系列を別々の日に 4回行うな

どである。これらの結果は試験法の日差変動を示す役目も果たしている。 

交叉汚染が防止できていることを示すために、陰性プール血漿と高い濃度で目的とする

ウイルスをスパイクした陰性プール血漿（濃度としては 95%の確率で検出されるウイルス

量の 100倍量以上）を、少なくとも 20検体をランダムに配置するなどして、試験すること

により確認しておくこと。（*6） 

・使用する標準品 

① 国際標準品、 

② 国際標準品とのデータの互換性が保証された国内標準品 

③ 国際標準品又は国内標準品とのデータの互換性が保証された自社標準物質等（参照

品） 

のいずれかを使用すること。 

 

2-7）判定基準の設定に関する事項 

(1) 陽性及び陰性の判定基準の文書化 

陽性及び陰性の判定基準を文書化しておく必要がある。 



(2) 再試験を行う時の基準及び判定基準の文書化 

再試験を行うときの基準、再試験での判定基準についても文書化しておく必要がある 

 

2-8）従事者の技術の標準化と向上に関する事項 

NATは、数コピーから数十コピー（*7）のウイルス遺伝子の検出が可能とされる高感度

検査であるため、操作中の汚染やピペット操作や試験チューブの開閉等を含め従事者の技

能がその試験の成否を大きく左右する。市販のキットを試験法の一部または全てに使用す

る場合で、キットの製造元で実施されたバリデーション資料がある場合はユーザーによる

バリデーションデータに加えることができる。しかし、その目的に応じたキットの性能を

示す必要がある。 

例えば、二人以上の者が試験を実施する場合、試験者ごとに、目的とするウイルスを、

95%の確率で検出される 3倍量の標準品あるいは標準物質等をスパイクした陰性プール血

漿あるいは試験を行うのと同様の組成の陰性試料について試験を実施すること。この試験

（8本の試験検体）を別々の日に 3回繰り返すこと（すなわちのべ３日の試験により計 24

試験が実施されることになる）。その結果が全て陽性になることを確認し、結果を保存し

ておくこと。 

 

(1) 作業手順の標準化と作業手順書の作成 

NATのような試験は、分析法のバリデーションや試験結果そのものが種々の要因の影響

をうけ易いので、試験操作法を標準化し、正確な作業手順書を作成すること。作業手順書

は以下の項目を含むものとする。 

 

・ サンプリングの方法（容器の種類等） 

・ ミニプールの調製方法 

・ 試験までの保存条件 

・ 交叉汚染やウイルス遺伝子・試薬・標準検体の劣化を防止するための試験条件の正確

な記述 

・ 使用する装置の正確な記述 

・ 統計解析を含む結果の詳細な計算式 

 

(2) 検査従事者を対象とした教育・訓練、技能検査の実施 

NATの恒常性を担保するには検査従事者の教育と技能向上が非常に重要である。NAT従

事者に対して教育・訓練を行うとともに必要に応じて定期的にその技能検査を行うことが

推奨される。 

 

(3) 作業記録の作成、保管・管理 



作業記録を作成し、必要に応じ照会できるよう必要な期間にわたって適切に保管・管理

を行うこと。 

 

2-9）汚染防止に関する事項 

(1) 試験操作中の器具などを介した汚染の防止策 

試験操作中において器具などを介した汚染の防止策を講じておく必要がある。 

(2) 着衣、履物等を介した汚染拡大の防止策 

着衣、履物等を介した汚染の防止策を講じておく必要がある。 

(3) 増幅産物の飛散等による汚染の防止策 

増幅産物の飛散による汚染の防止策を講じておく必要がある。 

 

３．試験、検出結果の意義づけ 

3-1)「陽性」と判定した結果の意義 

NATで「陽性」と判定した際に、取るべき手順を文書化しておくこと。 

 

3-2)「陰性」と判定した結果の意義 

NATで「陰性」と判定した結果について、検出限界を考慮したその意義を考察しておく

こと。また、他の事由から結果が偽陰性の可能性がでてきた場合、取るべき手順を文書化

しておくこと。 

 

3-3)必要とされる検出限界値（*8）について 

必要とされる検出限界値については、対象となるウイルス毎に別途に示す。 

 

４．新技術の導入に関する事項 

NAT及び NAT 関連技術の進歩は急速であるため、可能な限り最新の科学的水準に基づい

た技術導入を図ること。なお、その際には、導入される新技術について適切な評価を行っ

ておくこと。 

 

 



（付 録） 

【用語集】 

○ 標準品 

国際的ないしは国内の公機関によって策定された国際標準品あるいは国内標準品 

○ 標準物質（参照品） 

標準品に対して校正された標準となる物質 

 

注意事項*1 

「原則として下記の条件を満たしていることが望まれる」とは、自動化された閉鎖系での

抽出装置を用いるなど、交差汚染を防ぐ装置が用いられていたり、交差汚染を防ぐ適切な

手段が採用されている場合などでは、そのような手段を用いることによって「下記の条件」

を満たすことが可能な場合もあることを意味している。この場合、そうした対策の妥当性

を説明するとともに、必要に応じて交差汚染防止が充分に成されていることを示すデータ

の提示が求められるであろう。言い換えれば下記の４条件を満たすようなどのような独自

の対策とその妥当性を示すことによって、用いる施設や装置についてはケースバイケース

で判断できるということである。 

 

注意事項*2 

2-3）及び 2-4）等で試薬製造メーカーのデータを提出することによって必要とされるデータ

に代えようとする場合にどの程度のデータが必要とされるかは採用しようとしている試験

法等に依存するためにケースバイケースで判断する必要がある。しかし、少なくともガイ

ドラインの趣旨に添ったデータが提出される必要があり、もし充分なデータが試薬製造メ

ーカーによって提供されない場合には各申請者が必要なデータを作成しなくてはならない

ケースも想定される。また企業の知的財産等の関係で試薬製造メーカーから全てのデータ

が申請者に提出されない場合、診断薬等としてすでに承認を受けている場合には、その承

認書に関するデータを試薬製造メーカーより直接規制当局へ提出するか、あるいはドラッ

グマスターファイルに準じた取り扱いが必要となると考えられる。但し、診断薬としての

承認に必要とされるデータと血漿分画製剤のNATにおいて必要とされるデータは必ずしも

同一ではない可能性があり、追加のデータが必要となることも考慮すべきである。 

 

注意事項*3 

ここで述べられている詳細な情報とは、プライマー等の特性解析結果としての純度、最適

量、ロット間の一定性等を含めた情報であり、さらにロット間のイールド等のデータも含

めて情報を明らかにしておくことにより、イールド等がその基準に達しないときには製造

されたプライマーの品質が何らかの問題がないか検討する必要性を指摘したものである。 

 



注意事項*4 

2-5)試験の最適化と特異性の確認や2-6）検出感度はNATによるウイルス検出の根幹であり、

市販試薬等でその製造メーカーからの情報ではその妥当性が立証されない場合が想定され、

必要に応じて複数のウイルスジェノタイプ等の検出能や国内あるいは国際標準品を用いた

検出感度の評価が必要になることもあると思われる。この点に関して、試薬製造メーカー

からガイドラインで求められている程度に必要充分なデータが提供される場合には、それ

で代えることも可能である。 

 

注意事項*5 

遺伝子型の分類として、HBVと HCVではジェノタイプが、HIVについては主としてサブ

タイプという表現が使用されている。 

ここでの記載の目的は、NATによるウイルスゲノム検出に当たって、ウイルスゲノムの塩

基配列の差異によらずできる限り多くのジェノタイプやサブタイプを検出できることを示

すことを求めているものである。従ってここでは、それらを全て包含することを目的とし

て「等」としている。 

 

注意事項*6 

陰性血漿とウイルスをスパイクした血漿を合わせて 20本以上を適切な比率でならべて試験

を行う。具体的な比率については自動化された機器をもちいるのか、用手法によるのか等

によって異なると考えられる。 

 

注意事項*7 

ここで述べる数コピーから数十コピーのウイルスゲノムの検出は、一般的な NAT に関する

情報を示すものであり、検出感度の設定に当たってコピー数での表示を求めるものではな

い。 

 

注意事項*8 

NATによる検出感度について、安全技術調査会で議論を行い HCVについてはプール前の原

血漿で 5000IU/mLとするとの結論を出している。HBV、HIV についても別途定める必要が

ある。これらの検出感度については、プールサイズの変更、NAT の技術進歩、周辺技術の

改良等により適宜見直しをすることが必要と考えられる。従って、最新の科学技術の進歩

に応じて柔軟に設定すべきものと考えられるので、指針本体ではなく別途定め通知するも

のとする。 
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