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Ａ．研究目的 
新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の検査

法のゴールドスタンダードはRT-PCR法を中心と
した遺伝子検査法である。遺伝子検査法は感度・
特異度共に優れるものの、検出機器が必要なこと
に加えて、検出までに時間がかかるといったデメ
リットがある。臨床現場で即時に診断が可能な検
査法として、ウイルス抗原を検出する抗原検査法
を原理とした簡易迅速検査キットが各社から上市
されている。抗原検出キットの性能は、特定のウ
イルス抗原を正確かつ高感度に検出できる高品質
のモノクローナル抗体に大きく依存することが知
られている。しかしながら、これまでに市販され
ている検査キットのほとんどは、新型コロナウイ
ルス（SARS-CoV-2）だけでなく、SARSコロナウ
イルス（SARS-CoV）にも反応する抗体が流用さ
れていた。さらに、抗体の認識するエピトープ領
域が十分に明示されていないものが多く、ウイル
スの変異に伴って感度や特異度が低下するリスク
をはらんでいた。そこで本研究では、新型コロナ
ウイルスを特異的に検出するモノクローナル抗体
を開発し、感度・特異度に優れた簡易迅速検出キ
ットに応用することを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
 新型コロナウイルスのヌクレオカプシドタンパ
ク質（NP）の内、他のヒトコロナウイルスとの相
同性が高いN末端領域を欠損させたタンパク質（Δ
N-NP）をコムギ胚芽無細胞系により合成し、Niカ
ラムにより精製した後、これを免疫源としてBAL
B/cマウスに注射した。免疫したマウスからリンパ
球を回収し、ミエローマと融合させて144種類のハ
イブリドーマを作出した。作製したハイブリドー

マについて、一次スクリーニングとして、間接EL
ISA、AlphaScreen、OctetRed96による親和性測
定により解析し、二次スクリーニングとして、ウエ
スタンブロット法により各ヒトコロナウイルスの
NPとの交差反応性を解析し、SARS-CoV-2と特異
的に反応するクローンを選択した。抗体のエピト
ープを、欠損変異体を用いたELISA法により解析
し、ホモロジーモデリングにより構築したNPの立
体構造を用いてその局在を調べた。また、各抗体に
ついて、OctetRED96により解離定数を算出すると
ともに、培養ウイルスの免疫染色および剖検例の
免疫組織化学染色への適用性を調べた。加えて、
種々の臨床分離株におけるエピトープ配列の保存
性を調べるため、NCBIデータベースからゲノム配
列を入手してアラインメントし、各部位における
シャノンエントロピーを解析した。抗体の組み合
わせを検討し、抗原検出サンドイッチELISAを構
築した。そして、サンドイッチELISAの検出限界
を算出するとともに、呼吸器感染症を引き起こす
ウイルスとの交差反応性の有無を調べた。さらに、
COVID-19の行政検査の残検体（PCR陰性72件、陽
性72件）を供して、ROC曲線解析を行い、感度・
特異度を調べた。各抗体を企業に導出し、簡易抗原
検出キットの実用化を試みた。 
（倫理面への配慮） 
 臨床検体を用いた研究は、横浜市立大学の倫理
委員会の承認を得た上で実施した（IRB No. B20
0800106）。研究対象とした検体は、既に採取・保
管された検体であるため、被験者への直接的な利
益・不利益や危険は発生しない。また、検体は匿名
化した上で使用・解析し、個人情報が特定されない
形とした。さらに、医学系研究に関する倫理指針ガ
イダンス第12 1（3）ア（ウ）に則り、臨床研究の

研究要旨 
新型コロナウイルスの感染拡大を制御するためには、臨床現場で即時かつ簡便に検査可
能な抗原検査法の普及が重要である。既存の抗原検査キットには、SARSコロナウイル
スに対するモノクローナル抗体が流用して用いられており、感度や特異度に関して、今
後のウイルス変異に対して対応できなくなる等の懸念があった。そこで我々は、新型コ
ロナウイルスにのみ反応し、SARSコロナウイルスを含む他のヒトコロナウイルスとの
交差反応性を示さないモノクローナル抗体を樹立した。これらの抗体のエピトープを解
析したところ、多数の臨床分離株の中で保存性が高い領域を認識しており、実際に、抗
原性や伝搬性の増加が懸念されている501Y.V1-3変異株についてもプロトタイプ株と同
等に検出可能であった。そして、これらの抗体を組み合わせてサンドイッチELISAを構
築し、本抗体が臨床検体中のウイルス抗原の特異的な検出に有効であることを明らかに
した。さらに、これらの抗体を複数の企業に導出し、既存の検査キットよりも、性能に
優れたキットを実用化することに成功した。 

113



実施にあたり、HP上で情報を公開し、被験者が拒
否できる機会を保障した上で実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
1. 新型コロナウイルスを特異的に認識するモノク
ローナル抗体の作製 
 まず、抗原タンパク質として、NPの内、他のヒ
トコロナウイルスとの相同性が高いN末端領域を 
欠損させたタンパク質（ΔN-NP）をコムギ無細胞
タンパク質合成系により可溶性のタンパク質とし
て大量に調製した。Ni カラムにより精製した後、
これを免疫源として BALB/c マウスに注射した。

免疫したマウスからリンパ球を回収し、ミエロー
マと融合させて 144 種類のハイブリドーマを作出
した（図 1A）。作製したハイブリドーマについて、
一次スクリーニングとして、間接 ELISA、
AlphaScreen、OctetRed96 による親和性測定によ
り解析し、抗原との反応性と親和性の高い 12 クロ
ーンを選択した（図 1B）。そして、二次スクリー
ニングとして、ヒトコロナウイルスの NP タンパ
ク質との交差反応性をウエスタンブロット法によ
り解析し、SARS-CoV-2 とのみ反応する 3 つのク
ローン（#7, 9, 98）を選択した（図 1C、D）。 
次に、SARS-CoV-2のNPの欠失変異体を作製し、

図 1 NP に対するモノクローナル抗体の作製 
(A) モノクローナル抗体の作製の概要 (B) 間接 ELISA、AlphaScreen、Bio-layer interferometry
（BLI）でによる抗体のスクリーニング。赤線はスクリーニングのカットオフラインを示す、ELISA：
S/N=10、AlphaScreen：S/N=40、BLI：KD=1.0×109 (C) ウエスタンブロットによる抗体の特異性
解析 （D）選択した抗体のアイソタイプ (E) SARS-CoV-2-NP のドメイン構造と抗体のエピトープの
模式図。NTD：N-terminal ドメイン、LKR：フレキシブルリンカー領域、CTD：C-terminal ドメイ
ン。SARS-CoV-2 NP の部分構造（PDB ID.6yun, 6m3m）を用いたホモロジーモデリングにより構築
した、全長の二量体を形成する NP の立体構造モデルにおけるエピトープの位置。 
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間接ELISA法によるエピトープマッピングを行い、
抗体の結合部位を解析した。その結果、今回開発し
た抗体は、NPの3つの異なる領域を認識し、#7は2
10-231aa、#9は335-348aa #98は382-397aaに結
合した（図1E）。 
2. 抗体の性状解析 
 次に、選択した抗体についてNPとの解離定数（K
D）をOctetRed96を用いて測定したところ、#7：4.
4 × 10 -10、#9：3.7 × 10 -10、#98：1.6 × 10 -10 
であり、いずれも抗原と高い親和性を示した（図2）。 

図2 各抗体の解離定数の測定 
 
続いて、SARS-CoV-2を感染させたVero E6-TMP
RSS2細胞を用いた免疫蛍光染色で、これらのmAb
の適用性を検証したところ、#7と#98は、感染細胞
のNP抗原を特異的に染色できた（図3A）。さらに、
mAb #98は、COVID-19患者のパラフィン包埋肺
組織を用いた免疫組織化学的解析により、感染細
胞中のNP抗原を検出することができた（図3B）。 
 

図3 抗体を用いた免疫染色/免疫組織化学染色によ
るウイルス抗原の検出 
(A) VeroE6/TMPRSS2細胞にSARS-CoV-2に感染
させ、各抗体（赤）およびDAPI（青）で蛍光免疫
染色した。(B) COVID-19の症例から採取したパラ
フィン包埋肺生検標本を、抗体を用いて免疫組織
化学染色した。気管支上皮細胞（上）、肺細胞（中）、
内皮細胞（下）に陽性のシグナル（矢頭）が認めら
れた。 
 
3. 多様なSARS-CoV-2の分離株に対する抗体の反
応性の予測 
 次に、種々の臨床分離株に対する抗体の反応性
を予測するため、データベース上から約8,000のS
ARS-CoV-2のゲノム配列を入手し、NPの領域を抽
出してアラインメントし、シャノンエントロピー
により各アミノ酸部位の保存性を調べた。その結
果、各抗体が認識するエピトープ領域は変異が少
なく、保存性が高い領域であった。加えて、抗原性
や伝搬性の増加が懸念されている501Y.V1-3をは
じめとする変異株においても、エピトープのアミ
ノ酸配列は保存されていた（データ未掲載）。 

 
4. 抗原検出サンドイッチELISAの開発 
 続いて、開発した抗体を組み合わせることで、N
P抗原を検出可能なサンドイッチELISAを構築し
た。構築したELISAの検出限界を調べたところ、
組換えNPタンパク質で3.2 pg/mL、培養ウイルス
で3.3×104 copies/mLであった。ヒトコロナウイル
スや呼吸器感染症を引き起こすウイルスとの交差
反応性を調べたところ、これらとは交差反応を示
さず、SARS-CoV-2だけを特異的に検出可能であっ
た（図4A）。一方で、501Y変異を有する3種類の変
異株との反応性を調べたところ、構築したサンド
イッチELISAで、いずれの変異株のウイルスも検
出することが可能であった（図4B）。 

図4 開発した抗原検出サンドイッチELISAの特異
性 
(A) 各ヒトコロナウイルスの組換えNPタンパク質
および、呼吸器感染症を引き起こすウイルスとの
交差反応性 (B) 各変異株に対する反応性 
 
 次に、構築したELISAにCOVID-19の行政検査
の残検体を供し、ROC曲線解析を行って感度・特
異度を算出した。その結果、特異度は100.0%、感
度は75.0%であった。また、各検体について、遺伝
子検査法で測定された各Ct 値での感度を調べた
ところ、Ct＜28未満では100%、Ct:28-31では92.
3%、Ct>31では32.0%であった。 

図5 開発した抗原検出サンドイッチELISAを用い
た臨床検体の検出  
(A) ROC曲線解析 (B) (B) RT-PCR法で判定され
た検体毎の感度・特異度 
 
5. 抗体を用いた簡易迅速抗原検出キットの開発と
実用化 
 最後に、これらの抗体を複数の企業に導出し、簡
易迅速抗原検出キットの開発を試みた。これまで
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に、複数の企業に抗体を提供し、可能性検討を実施
している。この内、富士フイルムとキャノンメディ
カルシステムズ株式会社については、既存キット
よりも優れた性能を示すキットが開発できており、
PMDAによる体外診断薬としての承認が得られて
いる。 
 
Ｄ．考察 
これまでに市販されている抗原検出キットは、

そのほとんどがSARS-CoV-2だけでなく、SARS-C
oVにも反応する抗体が使用されている。本研究で
は、抗原検査法への活用を目的として、SARS-Co
V-2だけを特異的に、かつ高い親和性で結合するモ
ノクローナル抗体の開発に成功した。本抗体のエ
ピトープはNPの立体構造において分子表面に存
在していることから、変性処理等を行うことなく、
ウイルス抗原の検出が可能であると考えられた。
また、本抗体のエピトープは、現在懸念されている
変異株を含む種々の臨床分離株で保存されている
領域であり、多様なウイルス株に対して広範に反
応を示すと推察された。 
これらの抗体を用いた抗原検出サンドイッチEL

ISAは、他のヒトコロナウイルスを含む呼吸器感染
症を引き起こすウイルスと反応しない一方で、臨
床検体中のウイルス抗原を高感度に検出可能であ
った。実際に、本抗体を用いることで、既存の抗原
検査キットよりも性能に優れる検査キットの実用
化に成功した。以上から、本抗体は、抗原検出キッ
トの開発に有効な性能を示すと考えられた。 

 
Ｅ．結論 
 今回作製した抗体は、SARS-CoV-2を特異的にか
つ高親和に結合し、種々の変異株に対する結合性
も有していることから、信頼性の高い抗原検出キ
ットの開発に有効である。 
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