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本日の内容

 遺伝子の基礎

 エンドポイントPCRとリアルタイプPCR

 内部コントロール

 コバスLiat概要



遺伝子の基礎
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中外製薬よくわかるバイオ・ゲノムより
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エンドポイントPCRとリアルタイムPCR



PCRとは？
DNA配列を増幅する技術

目的配列

DNA鎖 PCR反応

Polymerase Chain Reaction （ポリメラーゼ連鎖反応）の略

遺伝子検査したい特定のDNA配列を狙って増幅する

◆目的遺伝子領域の有/無

◆目的領域の長さ

◆シークエンシング前の目的領域増幅
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PCRのステップ

ステップ１ 熱変性

ステップ２ アニール

ステップ３ 伸長

14



15



16



17



18



19



RN

A

cDNA

両活性を併せ持つポリメラーゼを使用すると、1反応でPCR増幅可能。
例) Tthポリメラーゼ、Z05ポリメラーゼ

逆転写反応 PCR反応

PCRはDNAを増幅する技術
RNAはcDNAに変換（逆転写）してPCRに用いる

逆転写プライマー

逆転写酵素
（RTase）

PCRプライマー

検体がRNAの場合
RT-PCR

･･･ ･･･

RN

AcDNA
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リアルタイムPCRの基礎
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Ct: Critical threshold value（またはThreshold Cycle）

Cp: Crossing Point 
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蛍
光
強
度

サイクル数

Ct値

Threshol

dライン

2421181512

任意の蛍光強度に達したサイクル数で比較

指数関数的増幅領域が
重要
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内部コントロール



定性解析
内部コントロール（IC）

内部コントロール（IC）

• PCR反応をモニターし、陰性判定の際にPCR阻害などによる失敗ではないこと
を確認

• 同一反応チューブ内で行われる陽性反応

– 人工的に添加した遺伝子

– 宿主の遺伝子

サイクル数

蛍
光
強
度

この検体、本当に陰性ですか？

PCR増幅し
なかった

陰性？

失敗？ﾄﾗﾌﾞﾙ？
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検体由来の核
酸

内部コントロール（IC）

ターゲット(－) IC(+)ターゲット(+) IC(+)
ターゲット(－) IC(－)

ターゲット(+) IC(－)

陰性 Invalid陽性
または Invalid

ターゲットと内部コントロールともに陰性であれば、反応阻害が疑われる

陽性判定：

各コントロールの役割
内部コントロールの判定

1つの反応液内
で確認
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コバスLiat概要



コバス Liat システム
「コバスLiatシステム」の特徴

19.0㎝

11.4㎝

24.1㎝

検体分注、カートリッジ挿入のみの

簡単操作

Sample to resultが約20分

僅かB6サイズの設置面積

コバスLiat

統一商品コード：518-497583

希望販売価格（税抜き）：2,900,000円
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検体のロード
コバス Liat アッセイチューブに付属の
ピペットで検体をロードします。

本体のバーコードスキャナで
IDを読み取ります。

バーコードのスキャン
コバス Liat アナライザーにアッ
セイチューブをセットします。

アッセイスタート

20分以内に結果取得

コバス Liat システム
シンプルなワークフロー

• 必要な手順はわずか3ステップ、最小限の手順でPCR検査が実施可能
• 検査結果の判定もすべて全自動
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キャップ取り

付け

2-3滴を

滴下

15-30分間

静置
結果判定

コバス Liat システム
コバスLiatとイムノクロマト法のワークフローの比較

検体等

スキャン

試薬カート

リッジ挿入
20分間 結果出力

検体
拭い液

検体
拭い液

添付文書記載事項例23：

「検体採取量が過剰の場合
や検体の粘性が高い等の場
合，又は検体中に試料の
展開や反応に影響する成
分等を含んでいる場合には
，コントロールライン及びテス
トラインの発色が弱い,…」

自動判定

イムノクロマト法

コバスLiat

目視判定

• Liatはイムノクロマト法と同程度の工程数による簡便な検査が可能である。
• LiatではPCR検査にも関わらず全自動で結果判定まで行われるため、人為差異に因らな

い検査結果が得られる。

検体分取

検体分取

A製品：30分22

B製品：15分23

？

定性的な判定結果が表示
される。

22. A製品, 日本語添付文書． 23. B製品, 日本語添付文書． 32



コバス Liat システム
アッセイチューブについて

• ライシス、核酸精製、逆転写、PCRに必要な試薬がプレパック

プロテイナーゼK

希釈バッファ

検体セグメント

内部コントロール

磁性体ビーズ

ライシスバッファ

洗浄バッファ

PCR試薬

溶出バッファ

検体量の調整・測定

機器

試薬

検
体
量
調
整

核
酸
抽
出

P
C

R

Volume sensing

技術

検体を供した後、自動的に必要量
がロードされます。万が一、検体量不
足があった場合にはシステムが感知し、
ワーニングが表示されます。

自動核酸抽

ProKライシス+磁性体ビーズ
による自動核酸抽出

リアルタイムPCR

TaqMan技術+

超高速リアルタイムPCRによ
る遺伝子検出

ProKを用いたライシ
ス、磁性体ビーズを
用いた実績のある核
酸精製をシングル
チューブ内において、
全自動で行います。

堅牢なTaqMan技術に
よるターゲット遺伝子の
検出、それをドライブする
超高速PCRにより僅か20

分で目的遺伝子を検出
できます。
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コバス Liat SARS-CoV-2 & Flu A/B
本製品の基本仕様25

項目 製品情報

検体種 鼻咽頭および鼻腔拭い液

測定遺伝子

FluA: マトリクスタンパク質遺伝子

FluB: 非構造タンパク質遺伝子

SARS-CoV-2: Orf 1 a/b(RdRp)遺伝子, N遺伝子

IPC: 封入RNA（バクテリオファージMS2）

検体安定性

培地懸濁状態：室温下4時間、2-8 ℃で72時間安定、それ
以上の輸送等の場合には-70℃以下での保存・輸送。
※ 凍結後検体の場合-70 ℃以下での保存および輸送。

アッセイチューブ中：室温下で4時間安定

動作環境
コバスLiatアナライザー（SW3.2以上のバージョン）
室温: 15-32 ℃、湿度: 15-80 %、標高 2,000m

25. cobas SARS-CoV-2 & Influenza A/B, 英文添付文書.
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コバス Liat SARS-CoV-2 & Flu A/B

SARS-CoV-2のLOD25

• これらのウイルスが陰性である鼻咽頭スワブ拭い液に、熱不活性化したウイルスをスパイクした検体を用いてLODを決定
した。各濃度において多重測定し、95%以上陽性となるウイルス濃度をLODとした。

• また、これらのデータを用いてプロビット解析により95％ヒットレートにおけるLODは下表のとおり。

段階希釈時LOD：
0.012 TCID50/ｍL

12 コピー/ｍL

プロビット解析LOD：
0.010 TCID50/ｍL

• SARS-CoV-2のLODは段階希釈法により、0.012 TCID50/mL(12コピー/ｍL)

• プロビット解析によるLODは、0.010 TCID50/ｍL

25. cobas SARS-CoV-2 & Influenza A/B, 英文添付文書. 35



コバス Liat システム
まとめ

全自動遺伝子検査システムで僅か3ステップの簡
単操作です。

高感度なPCR検査の結果が取得できます。

検体から結果報告まで20分以内です。
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ご質問に関しては、各ご施設を担当させて頂いており
ます弊社営業担当者へお願い申し上げます。

後日、回答させていただきます。



Doing now what patients need next


