
は じ め に

　標準化とは，簡単に言うと「いつ，どこでも同じ結果が
得られる状況を作ること」であり，臨床検査では生化学検
査をはじめとしてさまざまな検査項目において「標準化」
が積極的に進められている。HIV-1薬剤耐性遺伝子検査
（以下，genotype検査）は治療の開始や変更時に適切な薬
剤を選択するための貴重な情報を提供する重要な検査であ
るが，難度も高く現時点では標準化はなされていない。本
総説では genotype検査の標準化に焦点をあて，その必要
性と現状や課題について述べる。

薬剤耐性 HIVの変遷

　致死的病であった HIV/AIDSは，1986年に世界で初め
て開発された抗 HIV薬剤（antiretroviral drugs: ARVs）であ
る核酸系アナログ逆転写酵素阻害剤 zidovudineの登場，さ
らに 1995年に登場したプロテアーゼ阻害剤との多剤併用
療法（combination antiretroviral therapy : cART）の導入によ
り，病態進行を抑えることに成功し，その死亡率が初めて
減少した。その劇的な治療効果は HIV感染症の治癒の可
能性をも期待させたが，導入から 20年を経た今日も cART
によって体内から HIVを完全に排除することは実現して
いない。cART開始以前もしくは初期には，服薬アドヒア
ランスの低下による獲得性薬剤耐性 HIVの出現が治療継
続の大きな障害となっていた。そのため，治療変更時には
薬剤耐性検査に基づいた効果の期待される ARVsの選択が
推奨され，実際に本検査の実施が変更後の治療成績の向上
につながることが報告されている1～3）。近年では，インテ
グラーゼ阻害剤などの新しいカテゴリーの ARVsの登場に

よって，獲得性薬剤耐性 HIVの出現による治療失敗症例
は減少し，多くの症例で血中 HIV RNAコピー数が検出限
界以下（20 copies/mL）にコントロールされている。しか
しながら，新しい ARVsが開発された現在においても HIV
感染者は AIDSへの進行を防ぐために，ARVsを一生服用
しなければいけない状況に変わりはない。獲得性薬剤耐性
HIV出現症例が減少する一方，2000年頃より先進諸国に
おいて新規未治療 HIV/AIDS症例から薬剤耐性関連変異を
有する HIVが検出されている。このことは現在 cARTを
受けている，もしくは過去に受けていた HIV感染者から
の新たな感染を示しており，これらの耐性変異は感染源と
なった患者の HIVに由来することから，伝播性薬剤耐性
変異（transmitted drug resistance : TDR）と呼ばれている。
わが国における新規 HIV/AIDS症例を対象とした TDRの
疫学調査はエイズ対策研究事業「国内流行 HIV及びその
薬剤耐性株の長期的動向把握に関する研究」（責任者 吉村
和久，前責任者 杉浦亙）において，2003年から現在まで
継続的に実施されている。調査開始当初の TDRの検出率
は 4.0%であったが，その後，年により増減はあるものの
徐々に増加しており，現在では約 8～9%の新規感染者か
ら何らかの薬剤耐性関連変異が検出されている4～6）。また，
世界的にみると数 %～24.1%と地域によって大きく異なる
が，当該地域における治療の状況，調査方法，薬剤耐性関
連変異の定義が調査ごとに異なっていることも影響してい
ると考えられる7～13）。検出される薬剤耐性関連変異は年に
よって変化しているが，過去に使用されていた ARVsに関
連する耐性変異が高頻度に検出されており，主な変異は
zidovudine耐性変異の復帰変異である T215X, 非核酸系逆
転写酵素阻害剤耐性の K103N, プロテアーゼ阻害剤耐性の
M46I/Lである。また，近年の調査では現在キードラッグ
として使用されているインテグラーゼ阻害剤に関連する耐
性変異の T66Iも低頻度であるが検出されていることから，
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今後の動向を注視する必要がある。

薬剤耐性検査とその変遷

　HIV-1は感染者体内で活発に増殖している（109～11/日）
が，逆転写の精度が低い（3×10－5 と推測されている）こと
から未治療下においても何らかの変異を有する HIV株が
日々生み出されている。このなかには薬剤耐性変異を持つ
株も潜在しており ARVsの投与により選択されて顕在化す
る。薬剤耐性検査は生体内（主には血液中）に存在する HIV
の薬剤感受性を推測する検査である。本検査は HIV遺伝子
配列から薬剤感受性を判定する genotype検査と phenotype
検査（感受性検査）があるが，現在では genotype検査が主
流である。本総説で述べる薬剤耐性検査も genotype検査
のことである。本検査手法を簡単に述べると，血液中のウ
イルス粒子より抽出した HIV RNAを鋳型として RT-nested 
PCRにてプロテアーゼ，逆転写酵素（RT），インテグラー
ゼ領域を増幅後，ダイレクトシークエンスにて塩基配列を
決定し，薬剤耐性に関連する特定のアミノ酸配列の変異か
ら耐性アルゴリズムにて ARVsの有効性を推測する。な
お，本総説では侵入阻害剤の耐性検査は含まない。わが国
での genotype検査は 1996年に国立感染症研究所の杉浦ら
がプロテアーゼ/RT領域を対象とした方法を確立（感染研
法）し，それ以降，国内のエイズ拠点病院や衛生研究所，
検査関連施設など十数施設で研究として実施され，2006
年に保険収載（6,000点）されている。また，本検査は医
療目的だけではなく疫学調査目的としても実施されてい
る。Genotype検査には認可された市販キットが存在しない
ため，藤崎らが国内実施施設を対象に検査手法に関する調
査を行ったところ，多くの施設が感染研法を原法として，
プライマーやその組合せを一部変更した方法を実施してお
り，数施設は感染研法とはまったく異なる施設独自の方法
を実施していることが明らかになった14, 15）。つまり国内で
はさまざまな方法による genotype検査が実施されているこ
とになる。また，藤崎らの調査時にはプロテアーゼと RT
領域を別々に増幅する 2産物法が主流であったが，現在で
はほとんどの施設がプロテアーゼから RTまでを 1つの産
物として増幅する方法を採用している。この理由はいくつ
かあるが，新しい ARVsに関連する耐性変異が増えていっ
たことで，それらの変異を避けて，プロテアーゼや RT遺
伝子配列内にプライマーを設定することが難しくなったこ
と，増幅に用いる逆転写酵素や DNAポリメラーゼの増幅
性能と正確性が格段に向上したことで比較的長いフラグメ
ントを高感度に増幅することが可能になったこと，DNA
シーケンサーの解析性能が向上したことなどがあげられ
る。なお，インテグラーゼの薬剤耐性検査で使用されてい
るプライマーは，国内実施施設のほとんどが同じプライ

マーを使用している。薬剤感受性を評価するアルゴリズム
には，1）スタンフォード薬剤耐性データベース（https://
hivdb.stanford.edu/），2）International Antiviral Society-USA, 
3）The Agence Nationale de Recherche sur le SIDA（ANRS）薬
剤耐性評価（http://www.hivfrenchresistance.org/），4）RegaDB
（https://rega.kuleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm）など
が公開されており，わが国では 1）と 2）を使用している
施設が多い。使用するアルゴリズムの違いによって薬剤感
受性の判定に齟齬が生じることがあるものの，おおむね一
致することが報告されている16）。わが国では薬剤耐性 HIV
インフォメーションセンター（http://www.hiv-resistance.jp/）
にて耐性変異の読み方が公開されている。

薬剤耐性検査の課題

　Genotype検査は前述のように複数のステップを組み合
わせたきわめて高度な検査技術だが，使用する試薬や機器
は指定されておらず，また自動化もされていない。した
がって，使う試薬や機器の種類とその管理，検査担当者の
熟練度などさまざまな要因が最終結果に反映されてくる。
国内施設で使用されている試薬を調べると，多種多様であ
るものの，RNA抽出にはカラム法，RT-PCRはワンステッ
プ法，PCR酵素は high fidelity酵素，シークエンス反応は
BigDye terminator cycle sequencing kit（Thermo Fisher）と，い
ずれの施設においても原理や性能が類似している試薬が使
用されており，これらが検査結果に及ぼす影響は小さいと
推測される。しかしながら，前述したようにプロテアーゼ/
RT領域の増幅プライマーが施設間で異なることは，施設
により genotype検査結果の相違に繋がることが危惧され
る。われわれを含め今まで国内外で多数の外部精度評価
（external quality assessment : EQA）14, 17～22） が行われてきたが，
これらの結果に共通することは mixtureとなる塩基（以下，
mix塩基）の判定が施設により異なることである。つまり，
野生型 HIVの中に薬剤耐性 HIVが微少集団（minor variant）
として潜在していた場合は施設によっては薬剤耐性 HIVを
検出できずに見落とす可能性がある。本検査での塩基配列
の決定には gold standardであるサンガー法が用いられてい
るが，実際に捉えているのはサンプル中に優位に存在する
major variantであり，存在比が 20～25%以下の minor variant
を検出することは難しいとされている23）。Minor variantが
将来的に治療失敗の原因になるか否かについてはさまざま
な報告があり24～32），どこまで minor variantを検出すべきか
については議論の余地が残される。しかしながら，その議
論の前提としてあるのは，管理された検査法によって minor 
variantの存在と薬剤耐性の有無を把握できていることで
ある。Minor variantの検出力にはエレクトロフェログラム
の質や PCR過程での増幅の均一性が影響し，それにはプ
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ライマーを含め，さまざまな要因が結果に影響を与える。
したがって，どの施設においても臨床的に許容できる同質
同等な検査結果となるために，各施設が己の genotype検
査の性能を熟知して，検査の質を維持向上させること，い
わゆる「標準化」に取り組むことが喫緊の課題といえよ
う。

臨床検査における標準化

　「標準化」とはその言葉どおり「標準」を設定し，これ
を活用する組織的行為のことである。工業や産業の分野で
は規格の確立や仕様の統一などがよく知られている。「臨
床検査の標準化」とは，一言で言えば，「いつ，どこの施
設で検査をしても同じ結果になるように調整すること」で
あり，それにより 1）正確な診断に結びつく，2）精確な
解析が可能となる，3）無駄な再検査がなくなる。そのた
めには検査法や検査値の標準化はもちろんのこと，臨床検
査室の標準化（国際認定）も必要である。現在，わが国で
は多くの臨床検査室が国際規格の認定取得に取り組んでい
る。ISO15189（臨床検査室⊖品質と能力に関する特定要求
事項）は国際標準化機構（International Organization for 
Standardization : ISO）が作成した臨床検査室の国際規格で
ある。2005年 8月より公益社団法人日本適合性協会（Japan 
Accreditation Board : JAB）が審査，認定を開始し，2005年
9月には北海道大学病院検査・輸血部が病院検査室として
わが国ではじめて認定を取得し，現在（2017年 10月）ま
でに国内 140施設が認定を取得するまでに至っている。こ
れ以外の国際認定には CAP-LAP認定や CLIA認定がある
が，国内の主な認定施設は衛生検査所であり，その施設数
は ISO15189認定施設数に比べると少ない。認定取得の利
点は臨床検査室と検査結果の国際的な評価であるが，平成
25年には厚生労働省の「治験における臨床検査等の精度
管理に関する基本的な考え方について」の中で「国際共同
治験や医師主導治験をはじめとした治験又は臨床研究を積
極的に実施している医療機関では，当該医療機関の検査精
度を確保するため ISO15189等の外部評価による認定を取
得すること」が基本的な考えとして示されている。そして，
平成 28年度診療報酬書改定では，質の高い診療検査の適
切な評価として「国際標準検査管理加算」が新設された。こ
れは「国際標準化機構が定めた臨床検査に関する国際規格
に基づく技術能力の認定を受けている施設が対象であり，
具体的には ISO15189に基づく臨床検査室の認定を取得し
ていることが必要である。このようなことから ISO15189
の認定は臨床検査室の高い技術的能力と高い検査品質の評
価だけにとどまらず，認定施設の収益増にもつながるた
め，今後，認定取得施設はさらに増加すると考えられる。
一方，検査法や検査値の標準化は JCTLM（Joint Committee 

on Traceability in Laboratory Medicine：臨床検査医学におけ
るトレーサビリティ合同委員会）が中心となり国際的な標
準化を進めており33），わが国の窓口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）が行っている34）。臨床検査
の標準化には「標準物質」と「基準測定操作法（標準測定
操作法）」が整備されていることが重要である35～37）。臨床
検査室で行われている検査，いわゆる日常測定操作法は，
通常，メーカーが提供する検査試薬やキットであるが，こ
のキットの性能，いわゆる結果の信頼性はキットに添付も
しくは市販の実用標準物質を介して，より上位の標準物
質，測定操作法につながり，最終的には最上位の一次標準
物質，一次基準測定操作法にたどりつく，これをトレーサ
ビリティ体系という（図 1）。このトレーサビリティ体系
が確立されていることにより信頼性の高い検査結果の提供
が可能となるが，同時に，各施設内でコントロールを用い
て精度を管理する内部精度管理および EQAによって検査
結果の品質を継続的に維持・向上させることが重要であ
る。臨床検査の中でも標準化は生化学検査で最もさかんに
行われており，近年，それらの検査項目においては施設間
差が非常に小さくなったことから共用基準範囲が設定され，
異なる検査法・試薬・機器を使用している施設であっても
共通の基準範囲が利用できるまでに至っている。しかしな
がら，「標準物質」や「標準測定操作法」が存在せず標準
化できない臨床検査項目も多く存在する。そのような検査
であっても各検査室の結果を臨床的に意味のある範囲内で
一致させなければ誤った診断と治療につながる可能性があ
る。「調和化（ハーモナイゼーション）」とは上位の「標準
物質」および「標準測定操作法」は存在しないが，各施設
で行われている検査の結果を臨床的に意味のある範囲で一
致させることである35, 36, 38）。

図 1　臨床検査におけるトレーサビリティ体系図
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Genotype検査の標準化の現状：JEQSの取り組み

　臨床検査における標準化やハーモナイゼーションは数値
を結果とする定量的検査を主な対象としているため，
genotype検査のような塩基配列を結果とする検査，つまり
定性的な「情報」を取り扱う検査に対しては，標準化の考
えが当てはまらない部分もある。現状として本検査には
「標準物質」や「標準測定操作法」は存在しないためトレー
サビリティ体系の形成が困難であり，実現されていない。
そのため，現時点では施設間差是正のための EQAの実施
が必須である。国内での臨床検査に関する EQAは日本臨
床衛生検査技師会，日本医師会など，各種学術団体や機器・
試薬メーカーが行っているが，本検査は現状対象外であ
る。また，米国病理学会（College of American Pathologists : 
CAP）が主催する EQAに genotype検査が設定されている
が国内の本検査実施施設の参加は少ない。このことからエ
イズ対策研究事業「国内流行 HIV及びその薬剤耐性株の
長期的動向把握に関する研究」の標準化ワーキンググルー
プでは標準化を目的として EQAの実施と推奨法の確立を
行ってきた14, 15）。2003年に国内施設を対象とした EQAプ
ログラムである JEQS（Japanese external quality assessment 
program to standardize HIV genotyping in Japan）を開始し，
現在（2017年 10月）までに 6回実施している。2003年に
実施した初めての EQAでは薬剤耐性変異を有する感染性
HIV-1クローンから抽出した RNAを評価サンプルとして
国内 15施設に配布し，薬剤耐性関連および非関連アミノ酸
変異を含む 42アミノ酸を対象とした全施設の平均一致率
が 97.3%と非常に高い結果であったことを報告した。不
一致の原因としてはサンプルと配列が合わないプライマー
の使用，エレクトロフェログラムの乱れ，レポートの記載
ミス，アミノ酸への翻訳ミスなどがあげられた15）。その後，
2010年の EQAではプロテアーゼと RT遺伝子を組み込ん
だプラスミドから転写させた合成 RNAを評価サンプルと
して 11施設に配布したところ，単一の合成 RNAで構成
されたサンプルにおいては，塩基配列の平均一致率は薬剤
耐性変異の有無によらず 99.7%以上であったが，野生型
と耐性変異型の 2種類の合成 RNAを 7 : 3に混合したサン
プルでは mix塩基の検出率，すなわち minor variantの検出
率は平均 71.3%（標準偏差 32.7%）と施設間差が確認され
た。それは 1 : 1に混合したサンプルでは平均検出率 77.3%
（標準偏差 31.9%）と検出率は高いものの，施設間差は同
程度に確認されている14）。2011年より解析対象にインテ
グラーゼ遺伝子を追加し 2011年，2012年と EQAを実施
したところ 2010年 EQAと同じく mix塩基検出率に施設
間差が確認されており，その原因としてプライマー配列の
ミスマッチが考えられた。2014年には施設間差の是正を

目的に，EQAの結果が好成績であった施設で使用されて
いるプライマーをもとに，プロテアーゼ/RT領域の増幅プ
ライマーの組み合わせ 2方法を確立し，それらを推奨法と
して参加施設に公開した。プロテアーゼ/RTの mix塩基の
平均検出率をまとめると 2010，2011，2012年の EQAでは
71.3%，60.7%，68.4%であったが，2015年，2016年では
88.8%，86.2%と改善傾向が確認され，genotype検査の標
準化に近づいたと考えている（図 2）。

Genotype検査の標準化の課題

　前述のように，臨床検査を標準化する上で「標準物質」
の設定は重要である。標準物質の存在によりトレーサビリ
ティ体系の形成が可能になるだけではなく，測定方法の妥
当性確認（バリデーション）や検証（ベリフィケーショ
ン），そして EQAの評価サンプルとしても利用可能であ
る。標準物質の特性として求められることがコミュータビ
リティ（互換性）であり，それは患者試料と標準物質を 2つ
以上の測定方法で測定し，方法間で患者試料と標準物質が
臨床的に意味のある範囲内で同様の数値関係を示すことと
なっている39, 40）。Genotype検査においてはこの数値関係を
示すことは難しいが，コミュータビリティにはマトリクス
や測定対象物との類似性が影響することから，実サンプル
もしくはそれに類似したものを標準物質や評価サンプルと
して採用することが望ましいことになる。実際に国内外で
実施された EQAの評価サンプルをみてみると HIV-1感染
者血漿19～21, 41, 42），HIV-1培養上清41），感染性クローン・リコ
ンビナント18, 20, 21），プラスミド17），抽出した HIV-1 RNA15），
合成 RNA14），dried blood spot43），dried tube specimens42） など
さまざまである。これらのうち最も理想的な評価サンプル
は実サンプルである血漿であるが，適切な質（保存状態，
輸送環境，薬剤耐性変異）と十分な量の入手が難しいサン
プルでもある。また，体内の HIV-1は多様な集団（quasi-
species）を形成しているため，血漿サンプルの解析結果は

図 2　Mix塩基の平均検出率の推移
参加施設数は 2010～2012年，2016年が 11施設，
2015年は 12施設。エラーバーは標準偏差。
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2種類以上の塩基配列の混在，いわゆる mixtureという結
果になる可能性がある。しかしながら，quasi-speciesで
あったとしてもおのおのの比率は不明なため，mixtureが
quasi-speciesによるのかエラーによるのか判定することが
困難である。つまり，血漿を評価サンプルとした場合は確
定した回答がないことから，結果の「正しさ」は評価でき
ず，それをするためには，上位の測定方法で値付けされた
評価サンプルもしくは純物質が必要となる。国内で実施さ
れている EQAでは「正しさ」を評価するために評価サン
プルとして合成 RNAを採用しているが14），マトリクス効
果と quasi-speciesが加味されないことから必ずしも理想的
なサンプルではない。アジアの EQAプログラムである
TAQAS（TREAT Asia Quality Assessment Scheme）は，mix
塩基検出率（論文では同定率と表記）と評価サンプルの複
雑さが genotype検査の質の評価に関係し，mix塩基検出率
が本検査の質の指標となることを報告している19, 44）。した
がって，値付けされた血漿，つまり，含まれる全 HIV-1の
配列と比率が明確な血漿を評価サンプルとした EQAが理
想となる。
　近年，次世代シーケンサー（NGS）の登場によりサン
ガー法よりも高感度かつ定量的に塩基配列を決定すること
が可能となった45～48）。サンガー法と NGSによって検出し
た薬剤耐性変異を比較した報告では，いずれも NGSでよ
り多くの種類の耐性変異が検出されている48～50）。したがっ
て，NGSを genotype検査の上位測定操作法として血漿の
値付けを行うことが考えられるが，NGSにもいくつかの
課題 1）プラットフォームによりエラー率が異なる，2）
PCR産物からライブラリ作製を行うため，プライマーに
よる増幅バイアスの可能性を排除できない，3）ライブラ
リ調整の不均一，4）シーケンス反応時のエラー，5）マッ
ピングエラー，6）配列断片の集合体であることによる情
報の質的限界などがあげられる51, 52）。NGSによる値付けは
完全ではないものの日常測定操作法であるサンガー法とは
原理が異なり，かつ感度が高いことから，より正確な評価
を行うための手段の 1つとして期待している。

お わ り に

　診断や治療のガイドラインは臨床検査の結果によってそ
の方針が決められることが多い。そして，ガイドラインの
多くは「どこの施設でも同じ検査結果であること」を前提
に作られている。したがって，検査法が標準化もハーモナ
イゼーションもされていないこと，そしてその認識の欠如
は誤った診断や治療に繋がる可能性があり，結果的にガイ
ドラインの効果的な使用の妨げとなる。それは医療分野に
限らず研究分野においても同様で，他研究との比較ができ
ない，多施設研究のデータの信頼性に影響する。このこと

は薬剤耐性検査と限らず，多くの臨床検査で標準化が検査
実用化の後追いになってきたことが問題である。平成 29
年 3月の第 193回通常国会に「ゲノム医療の実用化に向け
た遺伝子関連検査の精度の確保」として精度管理の基準の
明確化が記載された医療法等の一部を改正する法律案が提
出されている。標準化には「標準物質」と「標準測定操作
法」の存在が重要であるが，それができたからといって急
に標準化が成されるわけではない。それらを利用して粛々
と精度管理を継続することで標準化が達成できるのであ
る。今後，多くの検査項目で標準化作業が推進されると思
われるが，genotype検査のように実施施設数が少なく，市
販キットもない検査は標準化の波から取り残される可能性
が高い。国際的な標準化，完全な標準化とはいかないまで
も，それに向かった取り組みを継続的に実施することが品
質の高い genotype検査の提供に重要であり，それには本
検査を利用する医療関係者の理解そして関連学会や行政当
局等からの支援が必要である。
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