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Ａ．研究目的 

 
COVID-19への対策においては、なによりも感

染者の早期発見と隔離が重要であり、迅速診断法

の実用化が望まれる。現在、PCR法が高感度・特

異度にすぐれた方法として使われているが、これ

に加えて、安価・短時間で利便性の高い抗原検出

キットの実用化とさらなる高感度化が望まれる。

本研究では病原ウイルスであるSARS-CoV-2の抗

原検出キット作製に資する単クローン抗体の樹立

とキットの実用化を目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 

 

1. SARS-CoV-2をVero細胞で培養し、培養液中の

ウイルス粒子からNタンパク遺伝子のcDNA（ヒ

トコロナウイルスに近似している121残基領

域を削除したもの）を作製し、発現ベクタ

ー,pQE-30に挿入した。（文科大臣承認実験） 

2. 上記プラスミドを大腸菌(E.Coli.XL-1 Blue)

に導入して発現させアフィニティクロマト法

により当該タンパク質を精製した。 

3. 精製したタンパク質をマウスに免疫（脾臓免

疫と腸骨免疫）して、定法により単クローン抗 

 

 

体を複数樹立し、ウイルス感染細胞への結合

度等により力価の強い抗体を選出した。 

4. 選出した単クローン抗体を持ちいて、イムノ

クロマト法による抗原検出キットを試作した。 

5. キットはウイルス感染細胞上清、患者検体を

用いて、感度、特異度を検証した。 

 

（倫理面への配慮） 

 

患者サンプルの利用については、長崎大学熱帯

医学研究所倫理審査委員会の了承を得た。 

 

Ｃ．研究結果 

 

1. 抗原の作製：アフィニティクロマトグラフで

精製したSARS-CoV-2 N⊿121タンパク質は

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で予想通

りの位置（分子量33KDa）に確認された。 

2. 上記抗原をマウスに免疫して、124個の単クロ

ーンを樹立した。そのうち、感染細胞等での

力価判定により14個の単クローンを選出して

抗体を精製した。高い力価をしめしたものは
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すべて腸骨免疫から樹立されたクローンであ

った。 

3. 精製した抗体を用いて抗原検出イムノクロマ

トキットを試作しもっとも検出感度の高い抗

体の組み合わせをきめた。 

4. 最適化されたキットについて、PCR陰性サンプ

ル、鼻腔拭い液と鼻咽頭拭い液、それぞれ102

検体で非特異反応について検証した結果、一

致率は100％であった。 

5. ヒト呼吸器系微生物（細菌15種、呼吸器系ウイ

ルス20種、インフルエンザウイルス9種、マイ

コプラズマ4種）との交叉反応試験を実施した

結果、交叉反応はみとめられなかた。 

6. ヒト検体を用いて実施した感度・特異度は既

存品と比較して、97.1%, 98.2% であった。 

 

Ｄ．考察 

 

今回の単クローン抗体の作製においては免疫方

法により抗体の力価に大きな差異が生じた。この

現象が抗原の特異性によるものかどうか検証する

ことが今後の同様の研究の実施のために有用であ

る。 

さらに検出感度を高める手法が開発可能と考え

られる。今後も感度を高めるための研究の継続が

望まれる。 

 

 

Ｅ．結論 

 

研究期間内に目的としたSARS-CoV-2のNタンパ

ク質に対する力価の高い単クローン抗体を樹立す

ることが出来た。またこの抗体を使って新型コロ

ナウイルス用の抗原検出イムノクロマトキットが

完成し、上市された。 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
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