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Ⅰ．はじめに

　分子生物学的技術の進歩は、感染症や白血病
などの診断に必要となる病因遺伝子の検出を可
能とし、遺伝子関連検査が日常検査に取り入れ
られるようになった1-2）。近年では、新型コロナ

ウイルス感染症の検査やがんゲノム医療など
様々な分野で遺伝子関連検査に対するニーズが
高まっている3-5）。この遺伝子関連検査は、特定
非営利活動法人日本臨床検査標準協議会
（Japanese Committee for Clinical Laboratory Standards，

JCCLS） の「遺伝子関連検査標準化専門委員会」
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の提言により、（1）感染症の原因となるウイルス・
細菌を調べる「病原体核酸検査」、（2）腫瘍細胞
における体細胞遺伝子の後天的変異や発現異常
を調べる「体細胞遺伝子検査」、（3）生来に保有
し生涯変化しない遺伝情報を明らかとする「遺
伝学的検査（生殖細胞系列遺伝子検査）」に大別
される6）。造血器腫瘍遺伝子検査はこの中の「体
細胞遺伝子検査」に分類される。造血器腫瘍に
おける遺伝子関連・染色体検査で広く用いられ
る検査法は、（1）染色体分析、（2）Fluorescence 

in situ hybridization（FISH）、（3）ポリメラーゼ連
鎖反応（polymerase chain reaction，PCR）およ
び（4）サザンブロット法などがある7）。
　また、造血器腫瘍の診断には、骨髄・末梢血
塗抹標本による細胞化学染色などの形態学的検
査が行われてきた。しかし近年では、造血器腫
瘍の診断や病型分類には形態学的検査のみなら
ずフローサイトメトリー（flow cytometry，FCM）
による細胞系統の同定や分子生物学的解析によ
る遺伝子・染色体異常などの結果を総合して病
型分類が行われている8-9）。加えて、遺伝子関連
検査は病型分類のみならず微小残存病変の検出
や予後予測にも有用であり､将来的には治療法の
選択や効果判定などへの応用が期待される2）。一
方で、施設ごとで用いている検査方法が異なる
ことや確立された精度管理方法がないために生
じる施設間差が懸念され、造血器腫瘍における
遺伝子検査の客観的評価に資する標準化が望ま
れる10-11）。2018年12月1日より施行された「医療
法の一部を改正する法律」で検体検査の分類が
見直され、遺伝子関連・染色体検査が一次分類
として新設されている。また、精度保証の必要
性が求められており、遺伝子関連・染色体検査
における品質および精度の確保を行う必要があ
る12）。本稿では、造血器腫瘍遺伝子検査の精度
確保の概要と当院の取り組みについて説明する。

Ⅱ．医療法の一部を改正する法律で遺伝子関連・
染色体検査分野において必要となった 

義務と努力義務

　医療法の改正に伴い遺伝子関連・染色体検査
の精度確保のために設けるべき基準が定められ
た。遺伝子関連・染色体検査の精度確保のため
に必要となる義務は大きく、（1）精度の確保に

係る責任者の設置、（2）精度の確保に係る各種
標準作業書・日誌等の作成および（3）内部精度
管理の実施や要員の適切な研修の実施がある。
また、努力義務に外部精度管理調査の受検が挙
げられている13-14）。

Ⅲ．精度の確保に係る責任者の設置

　遺伝子関連・染色体検査を行う場合には、精
度確保に関わる責任者を配置することが求めら
れている。その責任者は、医師又は臨床検査技
師（歯科医療機関においては歯科医師又は臨床
検査技師）のほか、遺伝子関連・染色体検査の
専門知識及び経験を有する他の職種を設置でき
るとされている14）。また、精度を確保するため、
責任者の設置のみならず検査のマネジメントが必
要である。マネジメントシステムはISO15189

（International Organization for Standardization）の
PDCAサイクルが広く利用されている15）。PDCA

サイクルは、Plan（計画），Do（実行），Check（評
価）およびAction（改善）から構成されており、
これらを活用することで目標や課題が明確とな
る。また、これら4つの内容を繰り返し行う事で
継続的な精度確保や業務改善が可能であり、組
織における健全の確保や検査の効果性などにも
つながると考えられる。今回の医療法改正にお
いても、遺伝子関連・染色体検査の精度の確保
に関して検査施設の第三者認定を取得すること
を勧奨されていることから、これらの管理は重
要な要素の1つと考えられる12）。

Ⅳ．検査前プロセス、検査プロセスおよび 
検査後プロセスの管理

　検査は、（1）検査前プロセス、（2）検査プロ
セス、（3）検査後プロセスに大別される（Fig. 1）。
検査プロセスのみならず、検査前および検査後
プロセス管理は、精度保証のために必要な工程
である。また、検査を行う上でスタッフの教育
や研修も必要不可欠である。一般社団法人日本
衛生検査所協会の「検査前工程の標準化ガイド
ライン」によると、検査前プロセスは臨床医に
よる依頼から始まる経時的なプロセスで、検査
依頼、患者の準備及び識別、一次サンプル （試料）
の採取および検査室への搬送が含まれ、分析検
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査が始まるときに終了するとされている16）。遺
伝子関連検査においては、核酸抽出までが検査
前プロセスとして管理されることが多い。特に
造血器腫瘍遺伝子検査においては、RNAを検査
試料として用いることが多いことから、試料の
品質管理が検査前プロセスで重要と考えられる。
例えば、シリンジ採血時に陰圧を強くかけた場
合や抗がん剤を使用している場合等、白血球が
破壊されるような不適切な性状では造血器腫瘍
遺伝子検査に用いる核酸抽出に影響する可能性
が報告されている17）。また、抽出したRNAは不
安定であることや、検体中にPCR阻害物質であ
るヘパリンが混入しているとPCR増幅不良とな

り検出不能や偽陰性となる可能性が懸念される
ことから注意が必要である17-18）。
　検査プロセスには逆転写からPCRまでが含ま
れ、検査の中心となる工程である。このため、
検査プロセスにおける精度確保のためには検査
手順や分析装置の操作方法などの手順書を用い
た標準化や正しく検査が実施できたことを客観
的に示す内部精度管理や外部精度管理の実施が
必要である。内部精度管理については、コント
ロールなどの管理物質を用いた内部精度管理と
前回値チェックのように患者データを用いた内
部精度管理に大別される19）。遺伝子検査で用い
るコントロールには、陰性コントロールおよび

Fig. 1 検査工程
検査工程は大きく、（1）検査前プロセス、（2）検査プロセス、（3）検査後プロセ
スの3つに分かれる。プロセスで必要となる要素をそれぞれ示す。検査前プロセス
では、検査依頼や患者の準備、検体採取、検体搬送などが重要な要素である。検
査プロセスでは、精度管理や検査の実施が重要な要素である。検査後プロセスでは、
結果の報告などが重要な要素である。

検査前
プロセス

•  検査依頼
•  患者の準備
•  検体採取
•  検体搬送など

検査
プロセス

•  精度管理
•  検査実施など

検査後
プロセス

結果の報告など

Fig. 1 検査工程

Fig. 2  内部精度管理
 精度管理結果の管理について示す。上段は定性結果の管理、下段は定量結果の管

理法の参考案を示す。定性評価はそれぞれの精度管理結果が良好であることを確
認する。定量結果の管理は、一般的にX-R管理図法を用いる。図はX管理図を示す。
管理図は縦軸がそれぞれ管理限界（+3SD、-3SD）、警告限界（+2SD、-2SD）およ
び平均値を示す。横軸は日数を示す。日々の精度管理結果が管理幅内であること
を確認し、精度管理が良好であると評価する。また、管理図を用いることでトレ
ンドやシフトを評価することも可能である。

得られた精度管理結果

定量

定性 精度管理の評価
内在性遺伝子陽性

コントロール
陰性

コントロール

β-ActinBCR::ABLBCR::ABL

○（＋）（＋）（－）

+2SD

平均値

+3SD

-3SD

-2SD

日数

測
定

の
定

量
結

果

定量結果の内部精度管理（例）

定性結果の内部精度管理（例）

Fig. 2 内部精度管理
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陽性コントロールと内部コントロールがあり、
これらを用いた精度の確保を行う19）。得られた
結果は管理図などを用いて管理する必要があり、
定性検査と定量検査は分けて管理する（Fig. 2）。
精度管理に使用する陽性コントロールは、自家
調整によるコントロール（First Party）、メーカー
キット付属のコントロール（Second Party）、第
三者メーカー作製のコントロール（Third Party）
に分類される19）。また、ISO15189の規格要求事
項に「患者サンプルとできるだけ近い方法にお
いて検査システムに反応する精度管理物質を使
用しなければならない」と記載されている20）。
これらのことより臨床検体のプールやキット添
付のコントロールのみならず、培養細胞株など
を用いた管理が有用な可能性がある。培養細胞
株を用いるメリットとしては、生体に近い細胞
を安定して得ることができ、試薬ロット間差の
影響は受けにくいことが挙げられる。このため、
正確な管理が可能と考える。また、National 

Institute for Biological Standards and Control 

（NIBSC）は、BCR::ABL検出を行うための標準
物質となりえるK562細胞株を入手することが可
能であり、客観的評価に有用と考える18）。定性
検査はPCRを行った後に、アガロースゲル電気
泳動にて増幅産物の有無を評価し陽性、陰性を
判定する。陽性コントロールおよび内部コント
ロールが陰性（偽陰性）、陰性コントロールが陽
性（偽陽性）となった場合には、操作工程や

PCRに問題が生じていることが考えられるため、
総合判定を判定保留として問題を解決し再検査
を行う必要がある（Fig. 3）。偽陰性の要因とし
ては、検体や検体処理に由来する阻害因子の存
在やヘパリン、ヘモグロビンおよび治療薬の一
部がPCRの増幅を阻害する物質あるいは因子と
して知られている18,21）。偽陽性の要因として、試
料の間違いやクロスコンタミネーション、非特
異的反応などが挙げられる。遺伝子検査を行う
上でPCRは、目的の遺伝子を増幅させて検査を
行うことから、微量な核酸を検出することがで
きる。このため、クロスコンタミネーションに
は十分な注意が必要である。クロスコンタミネー
ションを防止するためには、作業区分を分ける
ことや作業工程は一方向で進めるなど、作業環
境の工夫が必要と考えられる22）。定量検査は、
X-R 管理図などの管理図を用いて管理を行う。
また、管理範囲（警告限界、管理限界）を定め、
定量した数値結果が管理幅内であることを評価
する。管理幅から外れた場合には、何かしらの
エラーが生じていると考えられる。このため、そ
の原因を追究し問題点を解決する必要がある23）。
また、管理図を用いることでトレンドやシフト
検出することができ誤差を評価する事が可能で
ある。
　施設内の精度は内部精度管理によって評価可
能であるが、施設間の互換性は外部精度管理の
受検でのみ評価可能となる。造血器腫瘍遺伝子

総合判定精度管理の
評価

内部標準陽性
コントロール

陰性
コントロールsample

β-ActinBCR::ABLBCR::ABLBCR::ABL

陽性○（＋）（＋）（−）（＋）
検出せず○（＋）（＋）（−）（−）
判定保留×（＋）（＋）（＋）（＋or − ）
判定保留×（＋）（−）（−）（＋or − ）
判定保留×（−）（＋）（−）（＋or − ）

Fig.3  定性PCRにおける結果判定例（BCR::ABL）

Fig. 3 定性PCRにおける結果判定例（BCR::ABL）
定性PCRの結果判定例を示す。陰性コントロールが陰性、陽性コントロールおよび
内部標準が陽性となった場合を精度管理良好と判断する。その後、臨床検体の結果
を評価し、総合判定を行う。精度管理が良好で、臨床検体の結果が陽性の場合は総
合判定陽性、精度管理が良好で、臨床検体の結果が陰性の場合は総合判定検出せず
となる。精度管理不良と判断する場合を囲いで示す。精度管理が不良の場合には、
その問題点を解決させ、全てを再検査する必要がある。



－ 119 －

生物試料分析　Vol. 46, No 3 (2023)

検査においては、現時点で利用可能な外部精度
管理として、College of American Pathologists（CAP）
サーベイの参加が可能である。一方で、日本に
おける広域な外部精度管理の実施体制が十分で
はないため、外部精度管理の代替方法として施
設間における検査結果の相互確認が認められて
いる12）。日本における広域な外部精度管理の実
施体制が十分ではない理由として、一部のキッ
ト化されている造血器腫瘍遺伝子検査を除けば、
施設ごとで用いている検査方法が異なっている
ことが挙げられる11）。このため、方法間差や測
定者間の差などが分析誤差要因と考えられ、測
定感度や特異度に施設間差を認めている18）。こ
のような理由から、客観的評価が困難であり外
部精度管理の実施体制が十分ではないことが推
察され、今後の課題と考えられる10-11,18）。
　検査後プロセスは、検査によって得られた結
果を臨床へ報告する工程である。報告する結果
の中には、解釈を必要とするものが含まれる場
合がある。例えば、BCR::ABL 遺伝子は、BCR

遺伝子の切断点の違いからMajor BCR::ABL

（e13a2およびe14a2） 、minor BCR::ABL（e1a2）お
よびmicro BCR::ABL（e19a2）が知られている24）。
Major BCR::ABLをターゲットとするプライマー
を用いてPCRを行った場合、micro BCR::ABL

（e19a2）の増幅産物はMajor BCR::ABL（e13a2、
e14a2）よりも長い増幅産物が検出される24）。こ
のため、予測される増幅産物のサイズとは異な
る位置に増幅産物を認めることから、特異的な
増幅産物であることを証明する必要がある。証
明するための方法の一つに、シーケンシング法
が挙げられる。シーケンシング法では、増幅産
物の塩基配列を決定することでBCR遺伝子の切
断領域を明らかとすることが可能である24）。特
にBCR::ABL 遺伝子をターゲットとする場合に
は、micro BCR::ABL以外にも稀ではあるがe6a2

やe1a3、e13a3、e14a3、e8a2の融合キメラ遺伝子
が知られており、BCR遺伝子の切断点の多様性
が明らかとなりつつある25-26）。このため、シーケ
ンシング法など別方法で確認を行い報告するこ
とは、診断や予後予測に重要と考えられる。一
方で、PCRの結果が陰性の場合には、PCRの検
出感度以下やPCRにおける限界が含まれている
可能性を考慮する必要がある。PCRが成立する
条件として、（1）用いたテンプレートRNA（ま

たはDNA）濃度は適切であること、（2）疾患に
対して遺伝子検査の選択が適切であることおよ
び（3）プライマーのアニール位置に変異や欠失
がないことや融合キメラ遺伝子の切断点に多様
性がないことなどが挙げられる。このため、
PCRの限界を理解することは、その検査を正し
く評価する上で重要と考えられる。加えて、形
態学検査やFCMの解析結果など他の検査とあわ
せて多面的に結果の評価ができる体制が重要で
ある。

Ⅴ. 検査要員の研修

　精度確保のため、遺伝子関連・染色体検査を
行う要員に適切な研修を実施することが義務と
して求められている14）。研修は検査業務で必要
となる技術や専門知識等を習得し、実際の業務
で活用すること事が重要と考える。このため、
研修には検査業務を行う上で必要となる作業手
順や検査の全体像の理解が必要となる。作業手
順書や分析装置の操作手順書などのマニュアル
を整備し、操作の流れや必要となる要素を明確
にすることで、検査業務の均一化や業務の全体
像の把握につながる。これらに加え、ハンズオ
ントレーニングを行うことで実際の操作におけ
る重要なポイントや手順書に記載されている内
容についての理解が向上すると考えられる。当
院では細胞株を用いて臨床検体に近い疑似検体
を作製し、これを用いたハンズオントレーニン
グを実施している。細胞株は生体に近い細胞を
安定して利用できることから、ハンズオントレー
ニングでの使用のみならず、PCRの測定者間差
の評価も可能である。これら研修によって得ら
れた要員のスキルは、スキルマップ等を利用し
“見える化” を行うことで、能力の評価や不足し
ている技量等が確認できるため有効と考えられ
る。
　一方で、新しい技術や知識等は施設内の研修
では得られにくいため、学会や勉強会の参加な
どによるOFF-Job Trainingも重要である。また、
培った知識や技術を客観的に評価する指標に専
門資格の取得がある。遺伝子関連・染色体検査
の専門資格には、認定臨床染色体遺伝子検査師
や遺伝子分析科学認定士、臨床細胞遺伝学認定
士などが挙げられる27）。遺伝子関連・染色体検
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査は、高い専門性や問題解決能力が必要とされ
るため、各種学会が主催する認定制度を利用し
て専門資格することは要員の資質向上やキャリ
アアップにもつながると考えられる27-28）。また、
臨床検査室の認定であるISO 15189においても、
資格取得することは、スタッフの技量や資質の
評価を担保する客観的指標になりうることが報
告されている27，29）。このため、On-the-Job Training 

やOFF-Job Trainingを有効に活用し、スタッフの
研修を行うことが必要と考えられる。

Ⅵ．最後に

　遺伝子関連検査が普及し、臨床におけるニー
ズが高まった。一方で、方法や分析装置の違い
などの均一化できていない部分も認められる。
このため、精度確保のための施設内の教育や品
質管理をどのように行うかが喫緊の課題と考え
る。このような問題を解決し、精度確保された
結果を報告することは、患者に良質で適切な医
療の提供に必要である。
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