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 尿検体はクラミジアや淋病、そして尿路感染症（UTI）の診断によく
⽤いられます。⾎液検体と尿検体はどちらも、有意義かつ迅速な診
断を提供することを⽬指す遺伝⼦検査開発者にとっては、課題とな
る場合があります。 これらのサンプルは、ポリメラーゼ連鎖反応
（PCR）または逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）に使⽤する前
に、煩雑な精製や核酸精製⼿順を必要とします。処理時間の短縮と
プロトコルの簡素化への需要の⾼まりにより、サンプル精製⼿順を
削減または省略できるアッセイの開発に焦点が移りつつあります
が、粗雑な検体調製法を⽤いると、阻害物質が混⼊し、従来のアッ
セイでは結果に⼀貫性が無くなるという問題が⽣じます。
 PCR阻害物質への耐性を⾼めた次世代酵素を⽤いることで、この課
題は克服することができます。次⾴では、未精製の⾎液および尿検
体を含むアッセイでのKAPA3G HotStart DNAポリメラーゼの堅牢
な性能を紹介します。

Regulatory disclaimers, warranty limitations and legal notes are listed on the respective product page on custombiotech.roche.com

隠れたパンデミックに光を当てる
2023年のWHO推計によれば、世界中で毎⽇100万⼈以上の性感
染症 (STIs)患者が新たに発⽣しています。1 その多くが無症状で
あるため、 STIは20年以上にわたって「隠れた流⾏」となり2、
その罹患率は上昇し続けています。3 STI は、は、あらゆる社会
経済的階層の⼈々の健康と健康状態に影響を与えます。. 適切な
治療計画を⽴て、薬剤耐性（AMR）の拡⼤を防ぐためには、迅速
かつ正確な診断が不可⽋です。4

性感染症のウイルスや細菌感染症を検出するための遺伝⼦検査
の検体には、⼀般的に⾎液または尿が⽤いられます。例えば、
全⾎成分由来の検体は、エプスタイン・バーウイルス（EBV）、B
型肝炎ウイルス（HBV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒト免
疫不全ウイルス（HIV）などの感染症の検出やモニタリング検査に
⽤いられています。



KAPA3G HotStart DNAポリメラーゼ
最⼤20%の「全⾎添加」でも安定した増幅
⾎液には、ヘモグロビン、ラクトフェリン、IgGなど既知のPCR阻
害物質が含まれます。そのため、⾎液中のDNAやRNAを検出する
PCRベースの検査では、通常、これらの物質を除去するための精
製・分離プロセスが必要になります。5.  このプロセスは時に煩雑
で、オペレーターに多くの時間と費⽤を負担させることになりま
す。 これらの負担の要因を除く可能性を検証するため、KAPA3G
HotStart DNAポリメラーゼを使⽤した検出アッセイの最終反応に
さまざまな量の全⾎を添加する実験を⾏いました。
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A)全⾎を含む反応の増幅曲線。KAPA3G HotStart DNA ポリメラーゼを⽤いて、全⾎の量を増加させながらウイルス DNA を増幅した。全⾎は、反応液全体の 0% (⾚), 0.5% (⻘), 

1.0% (緑), 5.0% (シアン), 10% (オレンジ), 15% (紫), and 20% (ピンク) の濃度で反応に添加した。 

B) Fig 1A のプロットを全⾎15% (紫) および 20% (ピンク) を選択して再スケールした図。
C) ⼀貫した増幅フラグメントを⽰すアガロースゲル
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PCR 条件 : 初期変性時間:  3 min at 95 °C,
45 cycles: denaturation: 1 sec at 95 °C, annealing/extension: 10 sec at 60 °C
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全⾎を反応に添加すると全体的な蛍光は⼤幅に減少しましたが
(Fig. 1A), 全⾎を最⼤ 15% または 20% とした反応では、全体
的な蛍光は低下したものの、⼀貫性があり再現性のあるリアルタ
イムPCR結果が⽰されました (Fig. 1B)。 蛍光減少は、DNAポリ
メラーゼ⾃体の阻害よりも、蛍光プローブの消光によるものと考
えられました。 すべての反応条件において、PCR産物が⼀貫して
⽣成されたことは (Fig 1C) この可能性を裏付けるものであり、反
応液中に全⾎が20%も含まれていても、KAPA3G HotStart DNA
ポリメラーゼは強⼒な阻害物質耐性を発揮できることが⽰されま
した。



未精製尿の時短測定
尿は、尿路感染症（UTI）や特定の性感染症（STI）検査においてよく
⽤いられる検体です。多くの検査開発者が、診断検査の簡素化と
迅速化を図るため、未精製尿の使⽤を模索しています。 ⾎液と同
様に、未精製の尿を検体として使⽤すると、尿素やさまざまな⾼
濃度の塩などの阻害物質が測定系に⼊り込みます。5,6    

 NxtScript逆転写酵素とKAPA3G HotStart DNAポリメラーゼの尿
中RNA検出における性能限界を探るため、RT-PCRアッセイの検体
量を最⼤化しました。この実験での反応ミックスは、未精製尿が
75%を占める組成となりました。

  

結論
性感染症のケースは、遺伝⼦検査が医療にインパクトを与える分野
の⼀つに過ぎません。 ここでとりあげた課題と特徴は、呼吸器感
染症や院内感染の検査など、他の多くの分野でも応⽤することが可
能です。 臨床検体中のPCR阻害物質に耐性を持つ次世代酵素は、
ターンアラウンドタイム​​ 短縮とワークフローの簡素化により、遺伝
⼦検査の作業時間とコストの節約をもたらします。
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A) wild-type Taq と NxtScript リバーストランスクリプターゼを⽤いて未精製尿検体中のウイルス RNA を検出した際の増幅曲線。 有効な増幅は認められなかった。 

B) KAPA3G HotStart DNA ポリメラーゼと NxtScript リバーストランスクリプターゼを⽤いた、同じ未精製尿検体に対する反応の増幅曲線。全ての検体で⼀貫して協⼒な増
幅が認められた。
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従来品の酵素では、未精製尿検体中の阻害物質により性能を発揮
できませんでした(Fig.2A)。⼀⽅で、NxtScript逆転写酵素と
KAPA3G HotStart DNAポリメラーゼの組み合わせでは、未精製
尿が反応ミックスの75%を占めるサンプルであっても、検体中の
ウイルスRNAに対する優れた検出性能を⽰しました。(Fig. 2B) 

また、酵素とマスターミックスが⾼濃度仕様であったため、反応
液中に検体を多量に添加して測定することができました。
これら試薬の⾼濃度組成と阻害物質耐性により、反応液中により
多くの測定検体量を添加する余地が⽣まれ、結果として検査の検
出能を向上させることができるようになります。

RT-PCR 条件: RT hold: 5 min at 55 °C, initial denaturation hold: 1 min at 95 °C,

45 cycles: denaturation: 10 s at 95 °C, annealing/extension: 30 s at 60 °C
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さらに、⾼濃度、阻害耐性、合成速度といった試薬特性を複数組
み合わせ最適化することで、遺伝⼦検査の開発者はより多くの設
計⽬標を達成できます。
本稿に記載したる実験結果は、KAPA3G HotStart DNA ポリメ
ラーゼが、現代の集約型遺伝⼦検査やポイントオブケア遺伝⼦検
査の要求に敵う製品であることを⽰しています。



© 2025
All rights reserved.

Published by
ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社
〒108-0075
東京都港区港南1-2-70

custombiotech-roche.jp

Japan

japan.custombiotech@roche.com 

Tel:0120-600-152

カスタムバイオテック担当者へ
お問い合わせください

製品   包装   製品番号

KAPA3G HotStart Master Mix     カスタムフィル       09084711103

KAPA3G HotStart DNA Polymerase カスタムフィル 08918651103

関連製品

KAPA3G PCR Buffer カスタムフィル 09160914103

NxtScript Reverse Transcriptase カスタムフィル 07051166103

NxtScript 2G Reverse Transcriptase カスタムフィル 09085220103
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Trademarks
KAPA and NXTSCRIPT are trademarks of Roche. 
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Ready for faster turnaround times?
Scan the QR code to see how KAPA3G HotStart DNA Polymerase and other Roche CustomBiotech enzymes 
can accelerate your assay. Detailed data on KAPA3G performance (speed, robustness, inhibitor tolerance) is 
available upon request.


