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技　術 鼻咽頭検体中のインフルエンザウイルス核酸検出に対するGENECUBE®及び
ジーンキューブ®FluA/Bと感染研法を用いたリアルタイムRT-PCR法の比較評価

鼻咽頭検体中のインフルエンザウイルス核酸検出に対する
GENECUBE®及びジーンキューブ®FluA/Bと感染研法を

用いたリアルタイムRT-PCR法の比較評価

Comparative evaluation of real-time RT-PCR methods using GENECUBE® and 
GENECUBE® FluA/B and the Infection Research Institute method for the detection 

of influenza virus nucleic acids in nasopharyngeal sample obtained

津田志乃1），草間智香1），武田明実奈1），道渕真史2）3），吉兼峻史2）3），
明石祐作3），鈴木広道1）3）

　要旨　　近年，インフルエンザの診断に，核酸増幅検査法を用いることが推奨されている。我々は鼻咽
頭検体（695検体）を用いて，全自動遺伝子検査装置GENECUBE®および専用試薬ジーンキューブ®FluA/
Bの性能を感染研法によるリアルタイムRT-PCR法と比較評価した。結果として，陽性一致率は93.0%，陰
性一致率は99.8%，全体一致率は99.4%であり，ジーンキューブ®FluA/BのSp値は，リアルタイムRT-
PCR法Ct値と強い相関を認めた（r=0.88，p < 0.001）。
　Key words　　GENECUBE, influenza

１．はじめに

　インフルエンザウイルスは冬季に流行する呼吸器
感染症の代表的な原因微生物である。検査診断では
イムノクロマト法を用いた迅速抗原検査が広く用い
られてきたが，発症早期では陰性となることが多く，
米国では2018年に改訂されたインフルエンザ診療
ガイドラインにおいて核酸増幅検査を用いることが
推奨されている1）。わが国でも2023年3月の指針に
おいて，インフルエンザの診断に対して核酸増幅検

査の活用が提唱されている2）。
　全自動遺伝子検査装置GENECUBE®（東洋紡株
式会社，Fig. 11））は，Ｑプローブ（蛍光標識プロー
ブ）を用いたPolymerase Chain Reaction（PCR）
法を原理とした迅速遺伝子検査の医療機器であり，
SARS-CoV-2，RSウイルス，抗酸菌，Clostridioides 
difficile など各種病原体に対する体外診断用医薬品
が上市されている3）。今回，2020年12月に新たに承
認されたインフルエンザ検査試薬ジーンキューブ® 

FluA/Bに対して評価を実施した。
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2．材料および方法

1）対象
　対象検体は，2023年2月21日より同年4月30日
までの期間，有症状の筑波大学附属病院の職員及び
職員家族から，PCR検査のため採取された鼻咽頭
検体を用いた。本研究は筑波大学附属病院倫理委員
会（倫理承認番号：R03-230）の承認を得て実施した。
2）測定機器・試薬
　 採 取 さ れ た 鼻 咽 頭 検 体 は，Maxwell® RSC 
Instrument（プロメガ株式会社）及び専用試薬
Maxwel l ® RSC Vira l  Tota l  Nuc le i c  Ac id 
Purification Kitを用いて抽出を行い，GENECUBE®

及びジーンキューブ®FluA/B（以下GENECUBE
法）を用いて核酸検出を行った。抽出残液は，
-80℃で凍結保管を行い，後日，比較検査法による
試験を実施した。
3）比較検査法・乖離検証
　比較検査法は，国立感染症研究所におけるインフ
ルエンザ診断マニュアル（第４版）4）で公開された
リアルタイムRT-PCR法（以下基準法）を用いて実
施した。試薬はTHUNDERBIRD®Probe One-step 
qRT-PCR Kit（東洋紡株式会社）を用い，測定機器
はLightCycler® 96 System（ロシュ・ダイアグノス
ティックス株式会社）を用いた。測定条件は逆転写
反応として50℃，10分，初期変性反応として95℃，
1分で反応させた後，95℃，15秒，60℃，45秒の
PCR条件を45サイクルで行い，シグナルの立ち上
がりが確認された場合を陽性と判定した。
　GENECUBE法と基準法の測定結果に乖離があっ
た検体に対しては，cobas®Liat®システム（ロシュ・
ダイアグノスティックス株式会社）及び専用試薬

cobas®Liat SARS-CoV-2＆Flu A/B（以下cobas® 

Liat®）を用いて追加検査を実施した。
4）統計解析
　GENECUBE法と基準法の陽性一致率，陰性一致
率，全体一致率は，Clopper and Pearsonの方法で
95%信頼区間を求めた。GENECUBE法のSp値と
基準法のCt値については，スピアマンの順位相関
係数を用いて回帰式・相関係数を求めた。統計ソフ
トはSPSS（Statistics ver. 29.0.0.0，IBM）を用いた。

3．成績

　対象期間において累計695検体に対して評価を実
施し，基準法において，43検体（Ct<20 n=24，20
≦Ct<25 n=9，25≦Ct<30 n=4，30≦Ct n=6） で
陽性を示した（Fig. 22））。GENEUBE法と基準法と
もに，陽性例は全例A型だった。
1）相関性
　鼻咽頭検体中のインフルエンザウイルス核酸検出
に対するGENECUBE法と基準法の一致率について
示す（Table 13））。GENECUBE法と基準法の陽性一
致率は93.0%（95%信頼区間（CI）：80.9%-98.5%）
陰性一致率は99.8%（95% CI：99.1%-100%），全体
一致率は99.4%（95% CI：98.5%-99.8%）であった。
2）乖離検体に対する追加検査
　GENECUBE法と基準法の結果は4例で不一致だ
った。結果が乖離した検体の詳細及びcobas®Liat®

での追加検査の結果について示す（Table 24））。基
準法陽性，GENECUBE法陰性の3例はいずれもCt
値30以上で，cobas®Liat®では1例陽性，2例陰性で
あった。基準法陰性，GENECUBE法陽性の1例は
cobas®Liat®で陽性を示した。
3）基準法Ct値とGENECUBE法Sp値の相関（Fig. 35））
　基準法Ct値の中央値は18.6（四分位数［IQR］：
15.7-25.0），GENECUBE法Sp値 の 中 央 値 は24.4
（IQR：22.6-31.3）であった。スピアマンの順位相
関係数での相関係数はr=0.88（p < 0.001）であった。

4．考察

　今回，2022-2023年に採取した鼻咽頭検体（695
検体）を用いてGENECUBE法の臨床性能試験を実
施し，基準法と良好な一致率を示した。結果が不一
致となった，基準法陽性，GENECUBE法陰性の3例，
及び基準法陰性，GENECUBE法陽性の1例，計4
例はいずれもCt値が30以上で，検体中のウイルス
量が少なく測定結果にばらつきが生じたと推測され
た。また，GENECUBE法のSp値は，基準法Ct値
と強い相関を認めた。

Fig. 1　GENECUBE Model C®.
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Fig. 2　Number of influenza virus-positive nasopharyngeal samples according toCt values. 
NIID National Institute of Infectious Disease, RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction.

(N=695) 
Real-time RT-PCR (N2 NIID method)**    Positive** Negative 
GENECUBE® FluA/B Positive** 40 1 

Negative 3 651 
Positive concordance rate (%)  93.0 (80.9-98.5) 
Negative concordance rate (%)  99.8 (99.1-100) 
Total concordance rate (%)  99.4 (98.5-99.8) 
Data in parentheses indicate 95% confidence intervals. 
*NIID National Institute of Infectious Diseases, RT-PCR reverse transcription pol
ymerase chain reaction
**All positive results were influenza A

Real-time RT-PCR   
(N2 NIID method)* 

GENECUBE® FluA/B 
cobas ®Liat SARS-
CoV-2 & Flu A/B** 

No.1 (-) 
A(+) A(+) 

Sp values 43.2 Ct values 36.3 

No.2 
A(+) 

(-) 
A(+) 

Ct values 34.5 Ct values 32.6 

No.3 
A(+) 

(-) (-) 
Ct values 36.4 

No.4 
A(+) 

(-) (-) 
Ct values 38.5 

*NIID National Institute of Infectious Diseases, RT-PCR reverse transcription pol
ymerase chain reaction
** Additional testing was performed using the cobas ®Liat® system and cobas ®L
iat SARS-CoV-2 & Flu A/B for cases with real-time RT-PCR and the GENECUB
E®FluA/B mismatch.

Table 1　�Concordance rate of the GENECUBE®FluA/B with real-time RT-PCR for 
nasopharyngeal samples obtained from patients with suspected influenza virus infection.

Table 2　�Inconsistent cases and additional testing between the GENECUBE® FluA/B and real-
time RT-PCR methods in correlation studies using nasopharyngeal samples.
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PCRと比較し，核酸抽出装置を用いた精製検体を
用いた場合，陽性一致率100%（95% CI：93.3%-
100%），陰性一致率99.1％（95% CI：95.2%-100%），
全体一致率99.5%（95% CI：97.1%-100%）であり，
加熱抽出法を用いた場合，陽性一致率93.8％（95% 
CI：86.0%-97.9%）， 陰 性 一 致 率100％（95% CI：
95.2%-100%），全体一致率97.4％（95% CI：94.1%-
99.2%）であったことを報告した8）。今回の2022年
-2023年の鼻咽頭検体中のインフルエンザウイルス
核酸検出に対する検討とも矛盾しない結果であり，
GENECUBE法が既存の核酸増幅検査法と比較し遜
色ない感度を示すことが確認された。
　更に今回の検討においては，GENECUBE法にて
検査を行う際に，GENECUBE®において算出され
たSp値 を， 基 準 法 のCt値 と 比 較 し た。SARS-
CoV-2の検出において，GENECUBE法Sp値と基準
法のCt値は強い相関を示す（相関係数：0.81，
GENECUBE Sp値［中央値：34.9，IQR：31.8-38.2］，
リアルタイムRT-PCR Ct値［中央値30.1，IQR：
27.8-31.6］）9）。今回，インフルエンザウイルス検査
においても強い相関（r=0.88，p < 0.001）を認めて
おり，GENECUBE法と基準法 Ct値との間には6程
度（個別差：中央値6.5［IQR：5.6-7.8］）の差を認
めていた。Sp値は定量的な指標としては用いられ

　日常診療でよく用いられるインフルエンザ迅速抗
原検査の感度は，130の研究を対象としたメタアナ
リ シ ス 解 析 に お い て，A型：54.4%（95％ CI：
48.9%-59.8%），B 型：53.2%（95％ CI：41.7%-
64.4%）と低いと報告されている5）。我々が2017年
-2018年に実施した累計313名（129名陽性，A型：
88名，B型：41名）の評価でも，リアルタイムRT-
PCRと比較したインフルエンザ迅速抗原検査の感
度は，全体で54.3%（95% CI：45.3%-63.1%），特異
度は100%（95% CI：98.0%-100%）であった。更に，
インフルエンザウイルス量は発症早期で少ないと報
告されており6），我々の研究でも感度はインフルエ
ンザ様症状の発症からインフルエンザ迅速抗原検査
までの時間が短い程，低くなることが明らかになっ
ている（12時間未満：38.9%［95% CI：17.3%-64.3%］，
12～24時間：40.5%［95% CI：25.6%-56.7%］，24～
48時間：65.2%［95% CI：49.8%-78.6%］，p=0.03）7）。
これらの見地を踏まえ，インフルエンザの検査診断
は核酸増幅検査法が近年のガイドラインにおいて推
奨されている1）。
　GENECUBE法の過去の検討として，我々は2020
年-2021年に採取された193検体（インフルエンザ
ウイルスA 48件，インフルエンザウイルスB 32件）
を用いた臨床性能試験を行った。リアルタイムRT-

Fig. 3　�Relationship between Sp values of the GENECUBE® FluA/B and Ct values of real-time RT-PCR using 
influenza-positive nasopharyngeal samples.  Regression line and 95% confidence intervals are shown.
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ていないが，今後の検討を重ねることで有用性を示
す可能性があることが示唆された。
　本研究での限界を述べる。第一にGENECUBE法
が検体採取から速やかに実施したのに対して，比較
検査法である基準法は凍結検体を用いて実施してい
る。このため，検体保管の劣化に伴い基準法の感度
に影響を与えた可能性がある。第二に，本研究は単
施設における1シーズンの検体を用いた結果であり，
且つインフルエンザウイルスBに対する検討が行わ
れていない。また，インフルエンザウイルスは変異
が多く，核酸増幅検査において変異に伴い感度低下
の発生が指摘されているため10），本検討結果の妥当
性については今後も検証を続けていく必要がある。

5．結論

　GENECUBE法の測定結果は基準法と高い一致率
を示した。さらに，GENECUBE法のSp値と基準
法 Ct値は強い相関を示した。

　内容の一部は，第55回日本医療検査科学会にて
発表しました。
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