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Covid-19ウイルスRNAの検出 
qRT-PCR 

(ダイレクトPCR検査）
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SARS-CoV-2



唾液検査を想定した 
SARS-CoV-2　PCRキットの比較

Takara Ver.2  
Shimazu Ver.2  
TOYOBO Ver.3

3



4



COVID19検査前処理自動機
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検体前処理および PCR の過程
唾液

96　PCR プレート

 Direct 
qRT-PCR

検体前処理自動化

1hr

48検体

0.8hr

Bravo
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A B
必要検体量 
/1 test

最終持ち込み 
検体量 
/well

Takara ver.2 16μL 4.8μL

TOYOBO 
ver.3 8μL 7.3μL

Shimazu 
ver.2

5μL 5μL

検体の不活化：A

PCR反応：B A B

被験者の唾液検体

検体の不活化

PCR反応液調整

ウイルス量／反応で判定



SARS-CoV-2 Direct RT qPCR
使用キット： 
SARS-CoV-2 Direct Detection 
RT-qPCR Kit ver. 1,  
（タカラバイオ) 

安定的にウイルスRNAを検出できた
唾液中ウイルス濃度： 
約50,000個 / ml （暫定値） 
10 コピー/ well

R2 = 1.00

10 コピー/ well

100

1000

10000

100000

1000000

CONFIDENTIAL7

50



SARS-CoV-2 のゲノム構造とコードされるタンパク質

Alanagreh, L., Alzoughool, F., and Atoum, M. ” The Human Coronavirus Disease COVID-19: Its Origin, 
Characteristics, and Insights into Potential Drugs and Its Mechanisms” Pathogens. 2020 May; 9(5): 331.8



3社キットの比較
必要検体量 
/1 test

最終持ち込み 
検体量 
/well

逆転写反応 Primer 
N1 gene

Primer 
N2 gene

N1 
geneの 
蛍光プロ
ーブ

N2 
geneの 
蛍光プ
ローブ

ICの 
蛍光プ
ローブ

Takara ver.2 16μL 4.8μL 52℃(5min) 
→95℃(10s)

*アメリカ疾病予防管理セン
ター(CDC)発行のprimer・

プローブ配列

*アメリカ疾病予防管理センター
(CDC)発行のprimer・プローブ配

列
Cy5 Cy5 FAM

TOYOBO 
ver.3 8μL 7.3μL 42℃(5min) 

→95℃(10s)

*アメリカ疾病予防管理セン
ター(CDC)発行のprimer・

プローブ配列

Fw:*アメリカ疾病予防管理センター
(CDC)発行のprimer・プローブ配

列 
Rv:**国立感染症研究 所発行配列

Cy5 ROX FAM

Shimazu 
ver.2 5μL 5μL

42℃(10min) 
→95℃(1min) 

*アメリカ疾病予防管理セン
ター(CDC)発行のprimer・

プローブ配列

*アメリカ疾病予防管理センター
(CDC)発行のprimer・プローブ配

列
ROX FAM Cy5

**「2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-time rRT-PCR Panel Primers and Probes」(Effective: 24 Jan 2020) 

** 「病原体検出マニュアル 2019-nCoV Ver.2.9.1」 (2020 年 3 月 19 日現在) 9



TAKARA Ver2の検出限界は、1コピー/µL
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Takara Ver.2

TAKARA Ver.2 ≒ 1 copy/μL

各１０回測定

LOQ (Limit of Quantification) of N1・N2 gene

検出限界＝LOQ

検出限界
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検体採取の有無を確認出来る内部標準の定量性

■ 唾液中や、鼻咽頭ぬぐい液中にあるRNasePをInternal controlとしてとして使用
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1 copy/wellまでwell間で誤差が少ないRNasePのstandard curve が引けた

y = -3.653x + 39.228
R² = 0.9993
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Standard Curve of Takara ver.2
RNaseP as an internal control

Takara Ver.2

検体採取の有無を十分確認出来る技術

唾液中のRNasePを用いて定量
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TOYOBO Ver2の検出限界は、10コピー/µL
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TOYOBO Ver.3

y =  -3.6511x +  44.277
R²  =  0.9805
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TOYOBO Ver.3 ≒ 10 copies/μL
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SHIMAZU Ver2の検出限界は、1コピー/µL
検出限界

Shimazu Ver.2 ≒  1 copy/μL

Copy number (Log10X)
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standard curve of N1 gene 

10,000 copies/μL

1000 copies

100 copies
10 copies

RO
X 

Fl
uo

re
sc

en
ce

 
(5

33
nm

/6
10

nm
) 

Cycles

N1 gene

1 copy

N2 gene

FA
M

 F
lu

or
es

ce
nc

e 
(4

98
nm

/5
80

nm
) 

Cycles

y =  -2.7535x +  36.858

R²  =  0.9949

25

27

29

31

33

35

37

39

0 1 2 3 4

Shimazu ver.2

standard curve of N2 gene 
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3社の新型コロナウイルスの検出限界
LOQ 

（copy/μL）
LOQ 

（copy/mL）
必要検体量 
/1 test

最終持ち込み 
検体量 
/well

検出限界感度 
copy/well

Takara ver.2 1 1000 16μL 4.8μL 4.8

TOYOBO ver.3 10 10000 8μL 7.3μL 73

Shimazu ver.2 1 1000 5μL 5μL 5.0

感染研のプロトコルより14



40検体中陽性で、copy数が一番低かったのは、11copies/µL
下記の唾液検体(N=40)のduplicateの試験
を、独立した2実験で判定した。 

● 舟入病院 
● 広島県病院 
● 広島大学病院 
● 行政検査検体

40検体中陽性で、copy数が一番低かったの
は、11copies/µLだった。

11copies/µLは、Shimazu ver2, TOYOBO ver.3でも検出可能
15

LOQ 
（copy/
μL）

最終持ち込み 
検体量 

検出限界感度 
copy/well

Takara 
ver.2 1 4.8μL 52.8

TOYOBO 
ver.3 10 7.3μL 80.3

Shimazu 
ver.2 1 5μL 55


