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Abstract

The measurement of viruses and biomarkers is important for controlling infectious disease and achieving a healthy 
society. For those purposes, various highly sensitive measurement technologies targeting nucleic acids and proteins as 
indicators have been developed. On the other hand, the development of reliability evaluation technologies for these 
measurements is recently highly required. In this report, we conducted a survey of digital detection those are promising 
as the reliability evaluation technologies for low concentration-range measurement of nucleic acids and proteins and 
discussed their applicability.

1　はじめに

　ウイルスおよびバイオマーカーの計測技術は，感染症
対策や健康社会の実現のために広く利用されている．両
者の計測における代表的な測定対象としては，生体高分
子の核酸およびタンパク質が挙げられる．ウイルスは，
それぞれ固有の塩基配列の核酸または固有の構造のタン
パク質から構成されるため，それらを測定することで特
定のウイルスを測定することができる．他方，バイオマー
カーとは，「客観的に測定され，評価される特性値であり，
正常な生物学的プロセス，病理学的プロセス，または治
療的処置に対する薬理学的反応の指標」と定義されてい
る 1), 2)．それぞれの疾病や治療後の状態に相関してプロ
ファイルが変化する核酸やタンパク質があり，それらを
バイオマーカーとして利用することができる．
　現在利用されているウイルスやバイオマーカー計測の

ための代表的な核酸の測定技術として，ポリメラーゼ連
鎖反応 (Polymerase chain reaction, PCR) を用いたリアルタ
イム PCR が挙げられる．この方法は，調製した反応液
に対して一定の温度サイクルでの反応を繰り返すことに
よってデオキシリボ核酸 (Deoxyribonucleic acid, DNA) を
増幅する PCR 法に基づく方法で，DNA がある閾値まで
増幅される温度サイクル数から測定対象を定量する．リ
アルタイム PCR は，2020 年に発生した新型コロナウイ
ルスによるパンデミック時に，ウイルスの検査方法とし
て広く利用された 3)．それ以外にも，鳥インフルエンザ
ウイルスの検査や，ノロウイルスの検査などでは，リア
ルタイム PCR が採用されており，国立感染症研究所の
感染症診断マニュアルや厚生労働省からの通知法，国際
標準化機構 (International Organization for Standardization, 
ISO) の規格文書として規定されている 4)-6)．リアルタイ
ム PCR は，ウイルス検査の他にも，例えば，肺がん診
断のためのバイオマーカー遺伝子の測定などにも利用さ
れている 7)．
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　他方，ウイルスやバイオマーカー計測に利用されてい
る代表的なタンパク質の測定技術としては，特定のタン
パク質に結合する性質を持つ抗体を用いたイムノクロマ
トグラフィーや Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) が挙げられる．これらの方法は，ウイルス測定
では，新型コロナウイルスやインフルエンザウイルス由
来のタンパク質を対象とした感染症の検査に利用されて
いる 8), 9)．また，バイオマーカー測定では，前立腺がん
のマーカーである Prostate-specific antigen (PSA) や，炎
症 マ ー カ ー で あ る C 反 応 性 タ ン パ ク 質 (C-reactive 
protein, CRP) の測定などに利用されている 10), 11)．
　このように，核酸およびタンパク質を対象としたウイ
ルスやバイオマーカーの測定技術は，感染症対策や健康
社会実現のための重要な基盤技術である．より高感度な
測定技術は，より高度な感染症対策や医療の実現に貢献
する．例えば，高感度なウイルス測定技術が開発されれ
ば，感染初期の無症状時にもウイルスを検出できるよう
になる．その結果，空港や医療機関などの人が集まる施
設においてウイルスの侵入を早期に検知する「ウイルス
ゲートキーパー」の開発が可能となり，防疫対策や集団
感染の拡大防止への貢献が期待できる．他方，高感度な
バイオマーカー測定技術が開発されれば，疾患の早期診
断や早期治療が可能となる．また，従来法では検知でき
なかった低濃度域のバイオマーカーの発見にも寄与す
る．さらに，検体検査において，少量の検体での検査が
可能となるため，患者への侵襲性の低減につながると考
えられる．
　近年，各研究機関や企業より，低濃度域のウイルスや
バイオマーカーを測定するための様々な技術が開発され
ている 12)-14)．新規に開発された測定技術を社会実装し，
より高度な感染症対策や医療サービスを実現するために
は，その測定技術の信頼性を評価し担保することが重要
である．しかしながら，低濃度域の測定における信頼性
評価技術の開発や整備が十分ではないことが，現在課題
となっている．
　筆者は，測定の信頼性評価に利用できる技術として，
近年急速な発展を遂げている核酸およびタンパク質のデ
ジタル検出技術に着目している．デジタル検出技術は，
従来法と比較して，低濃度域における測定に適している
とされている 15)．本稿では，現在開発されている核酸
およびタンパク質のデジタル検出技術について俯瞰的に
調査し，低濃度域の測定における信頼性評価技術への適
用性を考察した．

2　デジタル検出

　本章では，デジタル検出の基本的な原理や特徴を述べ
る．また，デジタル検出の重要な工程である微小区分へ
の試料の分割について，現在開発されている主要な分割
方法を述べる．

2.1　デジタル検出の原理
　核酸およびタンパク質におけるデジタル検出の「デジ
タル」とは，「コンピューターや電子機器で情報処理を
行う」という意味ではなく，「量を段階的に区切って（特
に 0 と 1 で）表現する」という意味で使われている．本
稿では，測定試料を多数の区分に分割してそれぞれで検
出反応を行い，検出反応陽性または陰性区分を計数する
ことにより対象を測定する技術を「デジタル検出」と称
する．図 1(a) にデジタル検出の原理を示す．デジタル
検出では，各区分に測定対象が 0 個または 1 個以上封入
されるように測定試料を限界希釈した後分割し，それぞ
れで検出反応を行う．この時，各区分の検出シグナル強
度がある閾値に達するか否かによって，反応陽性または
陰性を判定する（閾値は測定ごとに最適な値を設定す
る）．測定対象の各区分への分配はポアソン分布に従う
ようになるため，ポアソン分布の計算式を用いることで，
検出反応陽性区分または陰性区分の割合から，各区分に
分配された測定対象の平均個数を算出することができ
る．その後，体積と希釈率を加味することで，測定対象
の具体的な個数濃度を算出することができる．

図 1： (a) デジタル検出の原理．(b) デジタル検出とアナ
ログ検出の比較．
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　デジタル検出において，区分数の多さは測定性能を決
定する重要な要因の一つである 16)．デジタル検出では
ポアソン分布に従う範囲でしか測定することができない
が，区分数が多いほど測定レンジが広くなる他，測定精
度の向上が期待できる．現在，デジタル検出を実施する
ために様々な分割方法が開発されているが，測定精度を
確保する観点から最低限 104 個以上の区分に測定試料を
分割することが必須となっている．

2.2　デジタル検出の特徴
　デジタル検出技術が開発される以前の核酸またはタン
パク質の測定は，基本的にはアナログ検出が主流であっ
た．図 1(b) で示すように，アナログ検出は，連続的に
変化する物質量を測定する方法で，測定対象由来のシグ
ナルや測定対象に特異的に反応して増強させたシグナル
の強度，また，一定のシグナル強度に達するまでの反応
サイクル数を測定パラメーターとすることで対象を測定
する方法である 17)．多くの場合，参照試料により作成
した検量線と比較することで，測定対象の濃度を算出す
る．現在広く利用されているリアルタイム PCR や
ELISA は，アナログ検出を用いた測定方法に該当する．
一方，デジタル検出は，アナログ検出と比較してより低
濃度域での測定に適しているとされている．例えば，核
酸測定では，従来法のリアルタイム PCR と比較して，
デジタル検出を用いた方法は低濃度域の測定精度が向上
している．タンパク質測定では，従来法の ELISA は検
出限界が pM (M: mol/L) から fM の範囲であるのに対し，
デジタル検出を用いた方法では aM レベルの測定が可能
となっている．上記の理由としては，デジタル検出の持
つ次の三つの特徴が考えられる．一つ目は，測定試料を
限界希釈することである 18)．デジタル検出では測定試
料を区分に分割する際に，封入される数がポアソン分布
に従うように測定試料を限界希釈する．その過程で，測
定試料に混在している生体マトリックスなどの夾雑物も
希釈されるため，それらが測定へ与える影響を最小化す
ることができる．二つ目は，分割した区分ごとに極小量
の液中で検出反応を行えることである 19)．反応場の容
積がより小さくなるほど，反応場に対する測定対象が占
める割合が相対的に大きくなり，検出のための酵素や基
質との反応効率や，S/N 比の向上が期待できる．現在，
単一分子レベルでの検出も可能との報告がある．三つ目
は，測定ごとの検出反応効率の差異に影響されにくいこ
とである．従来法のアナログ検出では，マトリックスや
測定条件の差異などにより検出反応効率が変化し，測定
結果が影響を受けることが多かった．一方，デジタル検

出では，反応を十分に進行させた後に反応陽性または陰
性の二値で検出するため，多少検出反応効率が変化して
も測定結果への影響は小さくなり，アナログ検出と比較
してより精確な測定が可能とされる 20)．またデジタル
検出を用いたいくつかの測定方法では，上記の特徴の他，
検量線を用いずに測定対象を定量できることが利点とし
て挙げられる．
　以上の理由から，デジタル検出は低濃度域において信
頼性の高い測定を実現するポテンシャルがあると考えら
れる．一方で，デジタル検出では，ポアソン分布で補正
できる範囲でないと測定することができないため，従来
のアナログ検出と比較して測定レンジが狭いことに注意
する必要がある．また，測定に用いる検出反応には，一
分子の測定対象を高効率に検出可能な反応系を採用しな
ければならない 21)．例えば，現在用いられている代表
的な方法として，理論上一分子の DNA の検出が可能な
PCR などの遺伝子増幅反応や，酵素反応効率が極めて
高い β- ガラクトシダーゼの反応系などが挙げられる．
これらの反応系についても，正確な測定を行うためには，
測定対象を高効率に検出でき，かつ反応陽性区分と陰性
区分のシグナル強度が明確に区別できるように反応条件
や測定条件を最適化する必要がある 18)．

2.3　デジタル検出における分割方法
　デジタル検出技術が発展した要因としては，測定試料
を分割するデバイスを作製するマイクロ加工技術の進歩
が挙げられる．デジタル検出技術の原理自体は 1961 年
に B. Rotman 博士により研究されていたが，当時は反応
液を微小かつ均一な量の区分に分割する技術がなかった
ため定量性は低かった 22)．その後，マイクロ加工技術
が発展したことで，反応液を微小かつ均一な量の区分に
分割することが可能となり，デジタル検出の測定性能が
飛躍的に向上した 23)．現在では測定対象を分割するい
くつかの技術が開発されており，その代表的な方法を二
つ挙げる．
　一つ目は，プレートまたはチップに掘られた微小ウェ
ルにより反応液を分割する方法である 24)-26)（図 2(a)）．
プレートまたはチップ上に µm オーダーの大きさの微小
ウェルを多数配置し，そこに反応液を添加する．その後，
オイルやシールなどで蓋をすることで反応液を分割す
る．微小ウェルを用いる方法として，プレートやチップ
の上から反応液を直接添加する方法や，一か所に反応液
を添加することで自動的にウェル全体に流入させるマイ
クロ流路などが開発されている．また，微小ウェルとマ
イクロビーズを用いた，Single molecule array (Simoa) 技
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術も開発されている 27)（図 2(aʼ)）．Simoa ではマイクロ
サイズのビーズの表面に測定対象を捕捉して，ビーズを
微小ウェルに封入することで，測定対象を分割する技術
である．
　二つ目は，ドロップレットによる分割方法である 28)

（図 2(b)）．マイクロ流路に反応液とオイルを流し合流さ
せることでオイル中に微小なドロップレットを作製し，
大量の微小区分を生成することができる．
　微小ウェルを用いた分割方法の利点としては，比較的
単純な装置かつ簡便な操作であり，また，測定の自動化
も進んでいることが挙げられる．一方欠点としては，生
成できる区分数が制限されているため，より高精度かつ
広範囲な濃度域の測定が難しいことが挙げられる 19)．
　Simoa は，抗原抗体反応を用いたタンパク質測定に利
用されているデジタル検出技術である．抗原抗体反応を
用いたタンパク質測定では，固定した測定対象に対して，
検出抗体や酵素の付加反応，洗浄など複数回溶媒を交換
する必要があり，微小ウェルやドロップレットなど反応
液を分割するだけの方法ではデジタル検出を行うことが
できない．そこで，磁性マイクロビーズ上に測定対象を
捕捉し，溶媒交換を行ったのちビーズごと微小ウェルに
封入する方法が開発された．マイクロビーズを用いた方
法の欠点としては，マイクロビーズと測定対象の結合反
応効率の良し悪しによって測定結果にバイアスが生じる
危険性がある．また，反応に用いたすべてのビーズを検
出することはできず，ビーズの回収率によって測定感度
が制限される 29)．すべてのビーズを回収できない原因

としては，溶媒交換時のビーズの損失や，微小ウェルに
封入できるビーズ数が限られていることが挙げられる．
　ドロップレットによる分割方法の利点は，生成できる
区分数が多いため，測定精度が高いことや測定濃度範囲
が広いことが挙げられる 19)．一方で，ドロップレット
のオイル面に反応液中の成分が吸着することで，測定結
果にバイアスが生じる危険性が指摘されている 30), 31)．

3　�デジタル検出を用いた核酸およびタンパク質の測定
方法

　本章では，デジタル検出を用いた核酸およびタンパク
質の測定方法のうち，現在研究開発が進んでおり特にウ
イルスやバイオマーカー計測に応用されている方法につ
いて，それぞれの原理や測定事例および特徴を述べる．

3.1　デジタル検出による核酸測定
　核酸は主に DNA とリボ核酸 (Ribonucleic acid, RNA)
の二種類がある．DNA はリン酸とデオキシリボース，
塩基（アデニン：A，チミン：T，シトシン：C，グアニ
ン：G）から構成されたヌクレオチドが連なった構造を
している．RNA はリン酸とリボース，塩基（アデニン：
A，ウラシル：U，シトシン：C，グアニン：G）から構
成されたヌクレオチドが連なった構造をしている．生物
やウイルスは，それぞれ固有の塩基配列の DNA または
RNA を有しているため，それらを特異的に検出するこ
とにより，特定のウイルスを測定することができる．ま

図 2： デジタル検出における試料の分割方法．(a) 微小ウェルを用いた分割．(aʼ)Simoa システムを用いた分割．(b) ドロッ
プレットを用いた分割．

578AIST Bulletin of Metrology　Vol.11, No.4 March 2026

長谷川丈真



たがん細胞は特徴的な遺伝子変異を有することが多い
他，がん化に伴う生理現象や治療によって RNA の発現
プロファイルが変化することが知られているため，それ
らの DNA や RNA をバイオマーカーとして利用するこ
とができる 32)．
　核酸は，特定の塩基同士が相補的に結合する性質を有
し て い る．A は T ま た は U と，C は G と 結 合 す る．
DNA-DNA または RNA-RNA だけでなく，DNA-RNA で
も相補的な結合を形成することができる．この性質は多
くの核酸測定に利用されている．測定対象の配列と相補
的な配列を持つ核酸を人工合成し，測定試料に添加する
ことで，測定対象の配列に特異的に結合させる．この結
合した核酸を足掛かりに核酸増幅を行うことで，任意の
塩基配列を測定することができる．
　現在，デジタル検出を用いた核酸測定方法に利用され
ている代表的な検出反応として，PCR や等温遺伝子増
幅，Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
(CRISPR)-Cas を用いた方法が開発されている．本章で
は，それぞれの検出原理や特徴をまとめた．
3.1.1　PCRを用いたデジタル検出法
　PCR は最も研究実績があり，広く普及している代表
的な DNA の増幅方法である 33)．図 3 に原理を示す．増
幅したい DNA 配列の両末端にそれぞれ結合するプライ
マーと呼ばれる相補的な短鎖 DNA を設計し，一本鎖
DNA を鋳型として相補鎖を伸長させる酵素である DNA
ポリメラーゼや合成基質のヌクレオチド 3 リン酸ととも
に混和して反応溶液を調製する．その後，通常二本鎖状
態である DNA を乖離させ一本鎖にする変性反応（約
90 ℃）と，プライマーを結合させるアニーリング反応（約
60 ℃），DNA ポリメラーゼによる DNA 伸長反応（約
72 ℃）の三つの温度サイクルを繰り返すことで，対象
の DNA を 2 倍，4 倍と指数関数的に増幅することがで
きる（各ステップの温度は反応液の条件によって異なる．

アニーリング反応と伸長反応を同じ温度で行う場合もあ
る）．増幅された DNA を検出する方法として，二本鎖
DNA にインターカレートして蛍光を発する SYBR-Green
などの蛍光色素を利用する方法や，PCR 増幅配列に結
合し，DNA ポリメラーゼが増幅反応を行う際に蛍光分
子を遊離させるプローブを利用する方法など，主に蛍光
分子を利用した検出方法が用いられている．一方，RNA
を測定する場合，PCR で用いる DNA ポリメラーゼは
DNA を鋳型とした伸長反応だけを触媒し，RNA を鋳型
とする反応は起きないため，測定対象の RNA に相補的
な配列を持つ DNA (Complementary DNA, cDNA) を合成
する「逆転写」を行う．RNA を測定するために逆転写
反応をしてから PCR を行う方法は Reverse transcription-
PCR (RT-PCR) と呼ばれている．
　デジタル PCR (dPCR) は，PCR をデジタル検出に応用
した手法であり，デジタル検出を用いた代表的な定量法
である．現在，専用の測定装置や測定キットも各社から
販売されており，広く普及している．また，測定の不確
かさの評価に関する報告例が他のデジタル検出を用いた
測定方法よりも多く，測定ばらつきの要因に関する知見
も蓄積されている 34), 35)．
　表 1 で示すように，dPCR の測定性能としては，ウイ
ルス測定では検出限界 1 copy/µL （copy：対象の核酸配
列の絶対数を表す単位）以下を達成し，10 copies/µL オー
ダーの測定対象を変動係数（Coefficient of variation, CV, 
CV %= 標準偏差 / 平均値× 100, 相対標準偏差 (Relative 
standard deviation, RSD) とも言われる） 15 % 以下の精度
で測定可能であることが報告されている 36), 37)．また，
バイオマーカー測定でも，検出限界として 3 copies/
reaction ま た は 0.69 copies/µL を 達 成 し て お り，35 
copies/reaction または 4.2 copies/µL の測定対象をそれぞ
れ CV 25 % 以下または CV 21 % の精度で測定可能であ
ることが報告されている 38), 39)．一方で，課題も指摘さ
れている．RNA を測定するときには，逆転写反応を行
う必要があるが，プライマー配列や逆転写酵素の反応効
率，RNA が形成する立体構造による反応阻害などが逆
転写反応効率に影響を与える危険性がある 40), 41)．また，
逆転写反応を行ってから dPCR を行う方法は RT-dPCR
と呼ばれているが，逆転写により cDNA を合成するプ
ロセスと PCR を行うプロセスを別々に実施する Two 
step RT-dPCR と，逆転写反応のプロセスと PCR のプロ
セスを同一の溶液内で実施する One step RT-dPCR の二
つの方法がある．これらの方法の違いによって測定結果
が影響を受ける危険性も指摘されている 37)．
　dPCR は，参照標準試料を利用した検量線との比較を図 3：PCR による DNA 増幅．
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必要とせずに試料中の核酸濃度を定量することができる
ため，新たな一次標準測定法となるポテンシャルを有し
ている．しかしながら，dPCR は測定の不確かさの評価
に関する知見が他のデジタル検出よりも蓄積されている
とはいえ，国際単位系（Système international dʼunités, SI）
へのトレーサビリティの確立には至っていない．SI ト
レーサブルな測定を実施するためには，測定結果に影響
を与える可能性のあるバイアス要因やばらつき要因の特
定や，それら要因の解消など，測定に関わる不確かさ全
般の評価をより精緻に進める必要がある 18)．現在指摘
されている dPCR におけるバイアス要因としては逆転写
反応効率が，ばらつき要因としては反応液の分割精度な
どが挙げられている．加えて，精確な測定を実施するた
めには測定条件の最適化や，より詳細な不確かさ要因の
洗い出しと評価が必要不可欠である．このように，
dPCR で SI トレーサビリティを確立するためには，解決
するべき課題がいくつか存在するが，後述するように国
際比較などの取り組みも進められており，今後の発展が
期待される．
3.1.2　等温遺伝子増幅を用いたデジタル検出法
　PCR は温度サイクルを繰り返すことで対象の DNA を
増幅する方法である一方，等温遺伝子増幅は一定温度で
DNA を増幅する方法の総称である．等温遺伝子増幅に
は，Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) や
Rol l ing  c i rc le  ampl i f ica t ion  (RCA)，Smar tAmp，
Recombinase polymerase amplification （RPA）など様々な
方法が開発されている 50)-53)．デジタル検出に適用した
研究が進んでいる方法として，LAMP が挙げられる

（図 4）．LAMP では，鎖置換型 DNA ポリメラーゼを用

いる．鎖置換型 DNA ポリメラーゼは，一本鎖 DNA と
相補的な DNA 鎖を伸長する酵素であり，PCR で用いる
DNA ポリメラーゼとは異なり DNA 鎖を伸長する方向
に DNA 二本鎖があった場合その二本鎖を剥がしながら
DNA 伸長を続けることができる点が特徴として挙げら
れる．LAMP の反応原理を簡潔に述べると，まず初めに
測定対象の DNA から両末端にループ構造を持つ DNA
を合成する．この DNA に鎖置換型 DNA ポリメラーゼ
が作用し，自己を鋳型とした DNA 伸長反応が起こる．
その後，ループ部分にプライマーが結合し，そこから
DNA 伸長反応が起こる．この時，DNA の二本鎖を剥が
しながら新たな DNA を伸長する．剥がされた DNA は
自己アニールし，ループ構造が形成され，そこからまた
DNA 伸長反応が起こる．このような反応を繰り返すこ
と に よ り，DNA を 増 幅 す る こ と が で き る． ま た，
LAMP では，他にも複数種類のプライマーを用いること
で，DNA 増幅反応効率を上げるなどの工夫がなされて
いるが，詳しくは先行研究を参考にされたい 50)．LAMP
の利点としては，一定温度（約 60 ℃）で DNA 増幅反
応を行うことができるため，PCR のような複雑な温度
調節装置を必要としないという点が挙げられる 54)．ま
た，PCR と異なり常に一定の温度条件下で DNA 増幅反
応を進行させることができるため，DNA 増幅速度が速
いという利点もある 54)．LAMP をデジタル検出に適用
した方法として，デジタル LAMP (dLAMP) が開発され
ている．dLAMP では，dPCR と同様に反応液を分割し
て DNA 増幅反応を行う．
　表 1 で示すように，dLAMP の測定性能としては，ウ
イルス測定では検出限界 10 copies/µL 以下を達成し，

表 1：デジタル検出を用いた核酸測定方法．
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12 copies/reaction の測定対象を CV 16.57 % の精度で測
定可能であることが報告されている 43), 44)．また，バイ
オマーカー測定でも，検出限界 200 copies/mL を達成し
ており，1.0 × 103 copies/mL の測定対象を CV 5.3 % の
精度で測定可能であることが報告されている 45)．
　dLAMP の課題は，dPCR ほど研究事例が多くなく，
測定の不確かさの評価に関する知見が蓄積されていない
ことである．また，dPCR と同様に RNA 測定時には逆
転写反応が必要となるため，逆転写効率が測定結果に影
響を与える危険性があることに留意する必要がある．他
方，LAMP 以外の等温遺伝子増幅の中には，逆転写反応
を必要とせず RNA を測定する方法も開発されており，
デジタル検出への応用も期待される 55)．
3.1.3　CRISPR-Cas を用いたデジタル検出法
　CRISPR-Cas システムは，微生物の持つ適応免疫機構
を応用して開発された 56)．CRISPR-Cas システムでは，
核酸切断酵素である Cas ヌクレアーゼ単独では核酸切断
活性を持っていないが，CRISPR RNA (crRNA) と複合体
を形成し，crRNA の一部と相補的な DNA または RNA
鎖に結合することで核酸切断活性を持つようになる．
Cas ヌクレアーゼにはいくつか種類があり，それぞれ核
酸の切断活性様式が異なる．代表例として，ゲノム編集
技術としてゲノム DNA の目的の箇所を切断することが
できる CRISPR-Cas9 が広く普及している 57)．他方，
CRISPR-Cas を核酸検出に応用する研究も進んでいる．
例えば，CRISPR-Cas12 は，Cas12-crRNA 複合体が目的
の配列の DNA に結合すると，配列に依存しない核酸切
断活性を持つようになる 58)（図 5(a)）．両末端に蛍光分
子とクエンチャーを修飾したレポーター DNA を反応液
中に添加しておくことで，目的の配列の DNA が存在し
ているときのみ Cas12 が活性型となり，レポーター
DNA が切断されて蛍光分子を遊離し，検出することが

できる．CRISPR-Cas13 は，Cas12 と同様の反応を RNA
に対して行うことができる 58) （図 5(b)）．これらの
CRISPR-Cas システムを用いた核酸の測定方法として，
DNA endonuclease targeted CRISPR trans reporter 
(DETECTR) や Specific high sensitivity enzymatic reporter 
unlocking (SHERLOCK) が開発されている 59), 60)．
　CRISPR-Cas を用いた従来の測定方法では，一分子し
か存在しない対象を単一の工程で測定することは難し
く，遺伝子増幅の工程が必要であった．しかし，近年の
技術開発により，遺伝子増幅を必要とせず，かつデジタ
ル検出に適用した CRISPR-based amplification-free digital 
RNA detection (SATORI 法 ) や，Polydisperse droplet 
d ig i ta l  CRISPR/Cas13a (PddCas13a)，Ultralocalized 
Cas13a assay が報告されている 46)-48)．表 1 で示すように，
SATORI 法は，SARS-CoV-2 の RNA 遺伝子測定におい
て 検 出 限 界 1.4 copies/µL を 達 成 し て い る． ま た，
PddCas13a は， が ん の バ イ オ マ ー カ ー の micro-RNA 
(miRNA) の測定において検出限界 10 aM を達成してい
る．これらの方法は，dPCR の課題であった逆転写の工
程も必要としないため，特に RNA の定量においてより
バイアスを低減できるポテンシャルを秘めている．一方
で，比較的新しい技術であることもあり，dPCR と比較
して測定の不確かさの評価が十分になされていないこと

図 4：LAMP による DNA 増幅原理．

図 5： CRISPR-Cas を用いた核酸検出．(a)Cas12 による
DNA 検出．Ⓕは蛍光分子，Ⓠはクエンチャーを
表す．(b)Cas13 による RNA 検出．
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が課題として挙げられる．

3.2　デジタル検出によるタンパク質測定
　タンパク質は側鎖の異なる 20 種類のアミノ酸がペプ
チド結合によって連なり折りたたまれ，その配列などに
より固有の立体構造を形成している．生物やウイルスは，
それぞれ特徴的な構造のタンパク質を有しているため，
それらを特異的に検出することにより，特定のウイルス
を測定することができる．また，体内で発現したタンパ
ク質は，それぞれ化学反応の触媒や免疫，情報伝達など
様々な機能を有しており，生理現象における中心的な役
割を担っている．疾患ごとに特徴的なタンパク質が生成
されることもあり，それらをバイオマーカーとして利用
することができる．
　タンパク質のデジタル検出では，抗原抗体反応を利用
する方法や，測定対象となるタンパク質自体の酵素活性
を測定する方法が開発されている．本章では，それぞれ
の検出反応について原理や測定事例および特徴をまとめ
た．
3.2.1　抗原抗体反応を用いたデジタル検出法
　抗原抗体反応は，抗体がそれぞれのタンパク質（抗原）
に特異的に結合する反応のことで，タンパク質の特異的
な測定に利用できる．サンドイッチ ELISA は，抗原抗
体反応を利用してタンパク質を測定する代表的な測定方
法である 61)．この方法では，まずは固相表面に捕捉抗
体を固定させる．そこに試料を添加することで測定対象
のタンパク質を結合させ，さらに検出抗体を結合させ，
捕捉抗体―抗原―検出抗体の複合体を形成させる．この
時，検出抗体に結合させた酵素の反応を利用することに
よって測定対象のタンパク質を検出することができる．
　サンドイッチ ELISA をデジタル検出に応用した例と
し て， デ ジ タ ル ELISA (dELISA) が 挙 げ ら れ る 27), 62)

（図 6）．dELISA では，前述 2.3 で記載した Simoa シス
テムが採用された方法が開発され，製品化されている．
この方法では，捕捉抗体を固定したマイクロビーズ上で，
捕捉抗体―抗原―検出抗体―酵素 (β- ガラクトシダーゼ
など ) の複合体を形成させる．その後，マイクロビーズ
を一つずつ微小ウェルに分散・封入し，酵素反応によっ
て基質から遊離した蛍光物質を検出することで測定す
る．dELISA は， 従 来 の ELISA よ り も 測 定 感 度 が 約
1000 倍高いことが報告されている 63), 67)．表 2 で示すよ
うに，dELISA によるウイルス測定では，1 fM 以下のウ
イルスタンパク質や 102 PFU/mL (PFU: Plaque-forming 
unit, ウイルスの感染力価を表す単位 ) オーダーのウイル
スの検出が可能であることが報告されている 64)．また，

0.029 ng/mL のバイオマーカータンパク質が測定可能で
あることが報告されている 65)．
　一方で dELISA には課題もある．抗原抗体反応を利用
する測定系では，測定対象と高効率で結合することがで
きる抗体を用いることが必須であり，最適な抗体の選定
や 測 定 条 件 の 最 適 化 が 必 要 不 可 欠 で あ る． ま た，
dELISA では，測定対象の分割方法としてマイクロビー
ズを用いるが，洗浄工程でのビーズの損失や，微小ウェ
ルへの分配が完全に行われないことなどにより，測定感
度が制限されていることが指摘されている 29)．加えて，
測定には参照試料により作成された検量線との比較が必
要であり，他のデジタル検出方法のような検量線を用い
ない定量はできない．しかし，最近では，洗浄工程の改
良によりビーズの損失率を減少させる研究や，マイクロ
ビーズを微小ウェルに封入する工程で磁力を利用するこ
とによりマイクロビーズの分配率を向上させる研究が報
告されており，今後の測定性能の向上が期待される 29)．
3.2.2　�測定対象のタンパク質自体の酵素活性を用いた

デジタル検出法
　測定対象のタンパク質が酵素活性を持っている場合，
その活性を利用して直接検出する方法も開発されてい
る．例えば，インフルエンザウイルスの表面には，ノイラ
ミニダーゼという酵素が多数存在しているが，このノイ
ラミニダーゼによって切断される反応基質にレポーター
分子を修飾した 4- (methylumbelliferyl)-N-acetylneuraminic 
acid (MUNANA) が開発されており，これをデジタル検
出に適用したインフルエンザウイルスの測定方法が開発
されている 66)（図 7(a)）．この方法では，103 PFU/mL オー
ダーのインフルエンザウイルスの測定が可能であること
が 報 告 さ れ て い る（ 表 2）．Single-molecule enzyme 
activity-based enzyme profiling (SEAP) も，デジタル検出
のプラットフォーム上で，レポーター分子を修飾した反
応基質を用いて測定対象のタンパク質の酵素活性を検出
し定量する方法として開発されている 67) （図 7(b)）．応
用例として，血清サンプルを用いて，膵臓がんなどのバ
イオマーカーである血中ホスファターゼをデジタル検出

図 6：デジタル ELISA によるタンパク質測定．
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し定量した研究が報告されており，検出限界として
1.8 fM を達成している（表 2）．
　測定対象の酵素活性をデジタル検出に適用する方法
は，抗原抗体反応を利用する dELISA のように洗浄工程
などの溶媒交換を必要としないため，測定工程での試料
の損失を抑えることが可能であり，より高効率に対象を
測定できるポテンシャルを秘めている．加えて，測定工
程を単純化することでバイアス要因が少なくなるため，
より精確な測定を実現できる可能性がある．一方で，こ
の方法は，測定対象が酵素であり，かつ一分子レベルの
検出が可能なほど高効率な酵素活性を持っている必要が
あるため，測定できるタンパク質が制限される．また，
基質が同定されていることやレポーター分子を修飾した
基質の準備なども必要となる．

4　国際比較および標準物質開発への利用

　感染症対策や健康社会の実現は世界的な課題であり，
ウイルスやバイオマーカーの計測技術の信頼性の確保は

非常に重要である．そのため，各国の国家計量標準機関
(National Metrology Institute, NMI) を中心として，各計測
技術に関する国際比較が継続的に行われており，デジタ
ル検出技術を対象とした比較試験も行われている．例え
ば，国際度量衡委員会 （Comité international des poids 
et mesures, CIPM） 物質量諮問委員会 （Comité consultatif 
pour la quantité de matière : métrologie en chimie et biologie, 
CCQM） の 傘 下 に あ る 核 酸 分 析 作 業 部 会 （Working 
Group on Nucleic Acid Analysis, NAWG） では，様々な試
料を対象に dPCR を使用した国際比較が実施されている

（表 3）．近年では，新型コロナウイルスのパンデミック
を受けて，SARS-CoV-2 RNA を測定対象とした国際比
較（P-199b および K-181/P-227）が実施された．この国
際比較では，101 copies/µL から 104 copies/µL の 4 種類
の SARS-CoV-2 RNA 水溶液が各国 NMI で測定された．
各国 NMI から報告された RNA 溶液の定量値のばらつ
き (CV) は 19 % から 31 % であった 42)．また，本国際
比較では，各機関の逆転写反応に用いた方法の違いが，
測定結果のばらつきの要因となっていることが指摘され
た．他方，dPCR は各国の NMI が開発し頒布している
標準物質の値付け方法にも採用されており，近年では，
SARS-CoV-2 RNA の標準物質が NIM（中国）や NMIA

（オーストラリア）などで開発されている（表 4）．
　これまでのところ国際比較や標準物質開発に利用され
ているデジタル検出技術は，筆者が知る範囲では dPCR
のみである．従って dPCR は測定の不確かさに関する知
見が蓄積されており，測定結果の信頼性に関する検証が
比較的進んでいることから，核酸を対象としたウイルス
やバイオマーカーの測定の信頼性評価技術として最も有
望である．一方で，等温遺伝子増幅や CRISPR-Cas を用
いた核酸測定や，dELISA や MUNANA，SEAP を用いた
タンパク質測定については，dPCR と比較して試験所間

表 2：デジタル検出を用いたタンパク質測定方法例．

図 7： (a)MUNANA ×デジタル検出によるインフルエン
ザウイルスの測定 (4-MU：4-methylumbelliferone)．
(b)SEAP によるホスファターゼの測定．
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比較や標準物質への適用事例が少ないため，信頼性評価
技術として確立していくためには，妥当性評価や不確か
さ評価をより精緻に行う必要がある．

5　まとめ

　感染症対策や健康社会の実現は，重要な社会課題であ
り，その基盤となる核酸やタンパク質を指標としたウイ
ルスおよびバイオマーカーの測定技術は今後も研究開発
が進み，さらなる高感度化が図られることが予想される．
その際，検査キットや測定装置などの測定性能の評価や，
測定の妥当性の確認のための標準物質や校正技術など，
低濃度域における測定の信頼性を評価する技術は，新し
い高感度測定技術の開発を促進し，また，開発された技
術を社会へ実装するうえで非常に重要な役割を果たす．

本調査研究では，低濃度域測定の信頼性評価技術として
応用が期待される核酸とタンパク質のデジタル検出技術
に着目し，その特徴や課題を整理した．
　結論としては，核酸およびタンパク質のデジタル検出
技術は，低濃度域のウイルスおよびバイオマーカー測定
の信頼性評価技術への適用性が高いと考えられる．その
理由の一つ目としては，デジタル検出は高感度かつ高精
度な測定が可能であることが挙げられる．これまで述べ
てきたように，デジタル検出技術を用いた核酸やタンパ
ク質の測定方法は，ウイルスやバイオマーカーを対象と
した測定において，アナログ検出である従来法と比較し
て高感度かつ低濃度域の対象を高精度に測定することが
できることが示されている．
　二つ目の理由としては，デジタル検出は参照試料を用
いて作成した検量線を必要とせず対象を定量できること

表 3：dPCR を使用した国際比較実施例．

国際比較名 開始年 実施内容
P-154 2013 Absolute quantification of DNA

K-86c/P-113.4 2016 Relative quantification of genomic DNA fragments extracted from high oil matrix (OSR/canola)

P-184 2017 Core competence in nucleic acid mutation measurement

P-199 2018 Copy number concentration of HIV-1 RNA genomic sequences

P-199b 2020 Copy number concentration of SARS-CoV-2 RNA genomic sequences

K-176/P-218 2021 Breast cancer biomarker HER2 copy number variation (CNV) measurement

K-86.d 2021 Quantification (and fractional abundance) of genomic DNA extracted from a protein matrix

K-181/P-227 2022 SARS-CoV-2 RNA copy number quantification

表 4：各国の NMI によって開発され，dPCR を用いて値付けされた標準物質の例．

提供元 標準物質番号 標準物質名

NIST（アメリカ）

SRM 2372a Human DNA Quantitation Standard

SRM 2373 Genomic DNA Standards for HER2 Measurements

SRM 2917 Plasmid DNA for Fecal Indicator Detection and Identification

RM 8366 EGFR and MET Gene Copy Number Standards for Cancer Measurements

他

NIM（中国）

GBW09856
GBW09857

Reference Material of Human Genomic（Male）DNA Quantification
Reference Material of Human Genomic（Female）DNA Quantification

GBW09855 Reference Material of genomic DNA containing BRAF (V600E) Mutation

GBW09315 Reference material for SARS-CoV-2（2019-nCoV）Beta B.1.351 Variant Genomic RNA

GBW(E)091098 
GBW(E)091099

Certified Reference Material of 2019 Novel Corona Virus (2019-nCoV) Ribonucleic Acid 
Genome

他
KRISS（韓国） 111-10-507 SARS-CoV-2 packaged RNA

JRC（EU） ERM-AD623 BCR-ABL pDNA CALIBRANT

TUBITAK UME（トルコ） UME RM 2019 SARS-CoV-2 Synthetic RNA Fragment

NMIA（オーストラリア） CRM NA50 to 55 SARS-CoV-2 standard
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が挙げられる．dPCR や dLAMP，SATORI 法など，特に
核酸測定では多くの方法でこれを実現している．タンパ
ク質測定については，核酸測定ほど研究は進んでいない
ものの，dELISA ではビーズの回収効率を向上させる技
術が開発されていることや，タンパク質自体の酵素活性
を利用する方法では一部で検量線を用いない定量ができ
ることが報告されていることから，今後の発展が期待さ
れる．
　本稿で述べてきた測定方法を，ウイルスやバイオマー
カー測定の信頼性評価技術に応用するためには，その測
定方法の不確かさの評価が十分に行われている必要があ
る．dPCR は，デジタル検出を用いた核酸測定方法にお
ける代表的な手法であり，国際比較などをはじめ不確か
さ評価に関する多くの研究実績があり，各国の NMI で
はすでに標準物質の値付け方法として採用されている．
一方，特に逆転写反応の工程が測定結果に影響すること
が分かっており，より精確な測定を実施するためにはさ
らなる研究が必要である．他方，dLAMP や SATORI 法，
PbbCas13a は，dPCR と同程度の測定感度を有すること
が報告されていることに加えて，温度サイクルの制御が
必要ないことや，RNA 測定時に逆転写反応を必要とし
ないことなど，それぞれ dPCR に対する優位点がある．
また，デジタル検出技術は，核酸測定だけでなくタンパ
ク質測定にも応用されており，デジタル ELISA や SEAP
などの方法も開発されている．しかし，これらの方法は，
dPCR と比較して測定性能の評価が十分に行われていな
いため，低濃度域の測定における信頼性評価技術に適用
するためには，その妥当性確認や測定の不確かさの評価
を進める必要がある．また，その過程で測定結果に影響
を与える要因を洗い出し，結果の不確かさを低減するた
めの研究を行うことで，より精確な信頼性評価技術の開
発につながる．
　本調査研究では，デジタル検出を用いた様々な測定方
法の原理や特徴，課題を整理した．今後，これらの課題
を解決することでより精確性の高い信頼性評価技術の開
発に取り組み，核酸またはタンパク質を指標としたウイ
ルスやバイオマーカー測定の技術的発展，ひいては感染
症対策や健康社会の実現に貢献していきたい．
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