
理由④標準試料濃度が
正確でないケース
標準試料濃度を正確に調整し
ないと、検査対象試料の遺伝子
数が過小・過大評価されること
がある。
デジタルPCR等の絶対定量

法で回避可能だが装置が高価。

環境中に存在する核酸抽出や
逆転写反応を阻害する物質を除
去しきれないと、効率が低下し、
定量値が低く見積もられることが
ある。核酸抽出前のpHが中性付
近でないと、抽出効率が著しく低
下することも（未発表データ）。
磁気ビーズ精製や遠心洗浄を

徹底することである程度回避可
能。
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遺伝子検出法で1（オー）シスト以下の定量値が出る理由とその取扱いについて

※遺伝子検出法の作業フロー
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理由①RNA分子数が
少ない原虫が存在
感染動物から分離した直後
の標準株（Cryptosporidium
parvum H8株）は、1オーシス
トあたり約 20,000コピーの
RNA分子が存在するが（岸田
ら、2010）、環境条件によって
時間経過と共に分子数が大き
く減少することから（八木田ら、
2011）、標準試料の換算係数
（1オーシスト=20,000コピー）
を用いて計算すると、環境試
料中のオーシスト数が少なく
見積もられることがある。また、
種・株によっても分子数が少な
いものが存在するおそれがあ
る。ジアルジアも同様と考えら
れる。

理由②核酸抽出・逆転写
効率が低いケース

1オーシスト未満の定量値が検出された場合、 理由①～④のいずれかにより、定性的には陽性と判断できる可
能性が高い。ただし、理由⑤の可能性（偽陽性）も否定できないため、当面は平成24年水道課長通知「水道に
関するクリプトスポリジウム等の検出のための検査方法の見直し等について」に記載のとおり、浄水検査時は、
速やかに顕微鏡検査法により追加確認を行う必要がある。

理由③遺伝子増幅
が阻害されるケー
ス
環境中に存在するフミ
ン酸等のPCR阻害物質
が残存すると、PCR効
率が著しく低下し、蛍光
曲線の立ち上がりが遅
れ、定量値が低く見積も
られることがある。
内部標準の利用であ
る程度回避可能。

理由⑤非特異反応が生じるケース
非特異反応が生じる（他の微生物のDNAが増幅する）場合、原虫
由来のDNAと比べPCR効率が低いため、サイクル数がある程度経
過してから蛍光曲線が立ち上がり、極端に低い定量値がでるおそれ
も。
塩基配列解読で回避できるが、作業が煩雑で時間もかかるのが
欠点。

遺伝子定量 （リアルタイムPCR）

換算係数を掛
けてオーシスト
数に変換
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