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ISO 15216 に準拠した検査法（ISO法）に関する検討結果について 

 

１．感度の高いノロウイルス検査法の検討（ISO法と改良法との性能比較） 

現在、国内におけるカキのノロウイルスの自主検査は、一般的に、食中毒検査とし

て厚生労働省が地方自治体宛てに通知している検査法（食安監発第 1105001 号）（以

下「通知法」という。）を参考にして実施されています。 

一方、シンガポール等の輸入検疫においては、通知法よりも検出感度が高いとされ

ている ISO法に準拠した方法が実施されていることを踏まえ、これらの地域に向けた

輸出前の検査として適切な方法を検討するべく、通知法よりも検出感度が優れている

と期待されている２つの検査法（高感度遺伝子検査法（以下、「改良法」という。）1と

ISO法 2）との性能を比較しました。なお、通知法、改良法及び ISO法の概要は表１の

とおりです。 

表 １ 各検査法の概要 

 

ISO 法及び改良法に対し、EU のリファレンス研究所が定めるガイダンス 3に従って

カキ中のノロウイルスの検出限界（LOD95）及び定量限界（LOQ）を調査したところ、

結果は、表２に示すとおり、ノロウイルスの遺伝子群 GIについてはほぼ同等、GIIに

ついては ISO法が優れていることがわかりました。このことから、ISO法が現時点で

選択しうる検査法の中で最も検出感度が高いと結論づけました。 

表 ２ 改良法及び ISO法の LOD95及び LOQ 
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２．ISO法に沿った検査の国内実施のための適切な検査機器の検証 

ISO 法の公式の検査手順では、RNA 抽出工程においてビオメリュー社製の

NucliSENS®試薬を用いた手法が例示されており、また、特に作業者の手技の影響を受

けない自動化抽出装置（NucliSENS® miniMAG®）と組み合わせて使用することが EU等

において一般的となっています。一方、当該機器が既に販売終了となっており、農林

水産省は、販売終了となった NucliSENS® miniMAG®の代替機器の候補として使用で

きる可能性が示されている Taiwan Advanced Nanotech社の Maelstrom 8の性能の検

証を行いました 4。なお、両機器の概要は表３のとおりです。 

表 ３ miniMAGと Maelstrom 8 の概要 

 

両機器を用いて、カキの中腸腺上清にノロウイルスを添加した試料（高濃度試料及

び低濃度試料それぞれ 10 点）を分析した結果、図１に示すとおり、検出されたノロ

ウイルスのコピー数は、miniMAGより Maelstrom8の方がやや高く、また、特に低濃度

試料の定量値のバラツキが小さいことがわかりました。 

 
図 １ miniMAGと Maelstrom 8 の分析結果の比較 

また、バッファにカキ試料と同量のウイルスを添加したコントロール（対照）との

比較による回収率（つまり、カキに含まれる成分によるウイルス回収の低減の程度）

については、図２に示すとおり、Maelstrom 8は、miniMAGと同等かやや高く、カキ

成分による抽出阻害等の影響をやや受けにくいことがわかりました。 
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図 ２ miniMAGと Maelstrom 8 の回収率の比較 

 

これらのことから、Maelstrom 8を miniMAGに替えて検査を実施したとしても、同

等以上の検査が実施可能であることが分かりました。 

 

以上の検討・検証結果を踏まえ、農林水産省としては、RNA 抽出工程に Maelstrom 

8を用いて ISO法に準拠した方法を輸出前検査として用いることで、輸入検疫時にノ

ロウイルスが検出されるといった事例が発生する頻度を少なくすることが期待でき

ると考えています。 

 

３．リアルタイム RT-PCRに用いる試薬について 

ISO 法の公式の検査手順では、リアルタイム RT-PCR に用いる試薬として RNA 

UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR System（Thermo Fisher）が推奨されて

います。この試薬を基準として、欧州において ISO法対応キットとして汎用されてい

る CEERAMTOOLS® noroGI-GII@ceeramTools（ビオメリュー）及び国内販売されている

ノロウイルス検査用 1-step RT-qPCRキット２製品（Kit A及び Kit Bとする。ただ

し、プライマー及びプローブはキット付属のものではなく、ISO法に準拠した配列の

ものを使用。）の代替可能性についても検証を行いました（表４）。 

表 ４ PCR試薬の概要 

 UltraSense™ ceeram Kit A Kit B 

製品情報 ISO法推奨品 

（米国） 

ISO法準拠 

（フランス） 

国内メーカー 国内メーカー 

プライマー・

プローブ 

付属しない 付属する ISO 法指定の配列の

ものは付属しない 

ISO 法指定の配列の

ものは付属しない 

検証に当たっては、表５に記載の試薬、PCR条件及び検量線用プラスミドの組合せ
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（①～⑨）について検討を行いました。 

RNAサンプルは、同一検体から抽出したサンプルを各組合せに対して４検体ずつ定

量を行いました。定量時の検量線については、GI 及び GII それぞれについて、r2≧

0.980かつ slopeが-3.10～-3.60（増幅効率が 90～110%に相当）の範囲内であること

を適切に定量できる基準としました。また、定量値については、GI及び GIIそれぞれ

について、４検体の平均値を求め、UltraSense™(表５の Ref)の平均値に対して 0.5～

2.0の範囲内に収まっていることを代替可能である基準としました。 

検証の結果、上記の全てが基準内に収まったものは組合せ①の CEERAMTOOLS® 

noroGI-GII@ceeramTools（ビオメリュー）のみでした。この結果から、ISO法に準拠

した検査を行うに当たっては、CEERAMTOOLS® noroGI-GII@ceeramTools（ビオメリュ

ー）については、UltraSense™の代替可能品として用いることが可能であることが確

認できました（グレーに塗り部分は基準外）。 

  

表
 ５
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