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研究成果の概要（和文）：新型コロナウイルスの迅速診断のため蛍光LAMP法による診断法を開発し国内での大型
客船で発生したクラスターの調査等に活用された。抗体検査については大腸菌発現ウイルスN蛋白を用いて、
ELSIA法を開発した。中和抗体価を対象とした感度・特異度は、91.1%, 93.8%と良好な結果が得られ、日本のみ
ならずベトナムにおいて血清疫学調査に活用された。ウイルス中和抗体を安全に検出できるシュードウイルスを
用いる測定系も完成した。アジアでのウイルス全ゲノム解析では、大きな流行がみられたインドネシアにおいて
同国特有のQ667H変異株が急速に拡大している状況がわかり、ウイルス変異監視継続の必要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A novel COVID-19 diagnostic system that was developed using the LAMP method 
has been utilized in epidemic situations such as a COVID-19 outbreak on a cruise ship in Japan. In 
addition to this diagnostic system, a serological diagnostic ELISA system has also been developed 
using a genetically engineered viral N protein. The sensitivity and specificity of the ELISA system 
were 91.1% and 93.8% respectively, and it has been successfully employed nationally in Vietnam 
during outbreak control activities. Conventional virus neutralization tests need to use live 
viruses, which are pathogenic. We therefore developed a pseudo-virus system in order to safely 
measure virus neutralizing antibodies. We also conducted a molecular epidemiological study using a 
full-genome analysis of SARS-CoV-2 strains on a region wide scale and found that a variant, Q667H 
was expanding in Indonesia. This suggests the importance of continuous virus genome surveillance 
worldwide for better vigilance and management.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は新型コロナウイルスの対策に必要なツール開発と日本やアジアでの流行状況を的確にかつタイムリーに
把握する調査を主な目的として実施され、ウイルスの迅速診断法の開発のみならず、短期間に社会実装まで到達
する成果が得られ我国での疾病対策に寄与することができた。さらにはアジアに日本の各国立大学が展開する海
外研究拠点を活用して、ウイルスの変異をリアルタイムで監視する一助となる成果が得らえた事は我国の今後の
科学技術政策にも大きな示唆を与えるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
令和元年 12 月に中国・武漢市で発生した新型コロナウイルス感染症（COVID-19）はアジア
地域を中心に感染拡大を続け、令和 2 年 1 月 30 日には世界保健機関(WHO)が「国際的に懸念
される公衆衛生上の緊急事態（PHEIC）」を宣言した。我が国においても、1 月 15 日に初の感
染者が確認され、その後も感染者は増加の一途を辿っていることからも、COVID-19 の制御に
向けた対策が急務となっている。 
これまでに中国から公開されている情報によると、新型コロナウイルスは SARS（重症急性
呼吸器症候群）コロナウイルスや MERS（中東呼吸器症候群）コロナウイルスに近縁なウイル
スであることが判明しているが、感染源や感染経路など不明な点が多く、感染が拡大している
現時点から直ちに情報や試料の収集を図る必要がある。また、WHO が各国の COVID-19 患者数
を公表しているが、中国との往来の多いアジア地域の国々には肺炎に至らない軽症例などの
潜在的な感染患者が存在する可能性があり、必ずしも流行の実態が把握できているとはいえ
ない。このような状況の中、感染症流行対策イノベーション連合（CEPI）は新型コロナウイル
スに対するワクチン開発に着手したほか、国内外での開発に向けた研究開発が開始され、中
国・アメリカ・オーストラリア等に続き、我が国も新型コロナウイルスの分離・培養に成功し
ており、今後予防・診断・治療法の開発研究は飛躍的に進展することが見込まれる。 
長崎大学を始めとする本研究参加者は、感染症研究国際展開戦略プログラム（J-GRID）にお
いてアジア諸国（中国・ベトナム・タイ・フィリピン・インドネシア・ミャンマー）に感染症
研究拠点を整備しており、現地の研究機関と共同で新興・再興感染症の診断・予防・治療に関
する調査研究を展開している。例えば、長崎大学が整備するベトナム拠点ではこれまでに SARS
ウイルスに対する迅速診断系を開発しており、新型コロナウイルスの分離・培養にも成功して
いることから、短期間で予防･診断･治療法につながる技術を確立することが可能である。この
ような海外研究拠点の特色を活かした研究の実施により、国内の検体等を活用した研究を進
める国立感染症研究所等との連携を図り、新型コロナウイルスに対する我が国の感染症対策
に大きく貢献することが期待できる。 
 
２．研究の目的 
(1） アジア地域における新型コロナウイルスの伝播状況及びウイルス遺伝子の変異や重症度
との関連を明らかにし、今後の流行予測に資する基盤情報を収集：研究参画機関が有す
る海外拠点を利用して、各国・各地域におけるウイルス検出・患者発生状況をまとめ、
伝播状況等を明らかにし、国内感染症対策に役立てる。遺伝子検出あるいは分離された
ウイルス株の遺伝子解析を詳細に行い、遺伝子変異と病態・感染性との関連性さらには
抗原性の変化等についても明らかにする。 

(2） 新型コロナウイルスの発生源となる宿主動物の探索及びアジア地域での生息状況の調
査：ベトナム（中国との国境地域を含む）に生息する野生動物及び家畜・家禽における
コロナウイルスの保有状況を明らかにし、自然界における新型コロナウイルスの生態を
解明する。また、中間宿主としてヒトへの伝播に重要な役割を果たす動物もこの調査に
より明らかにする。 

(3） 新型コロナウイルスの分離や培養方法を確立：新型コロナウイルスの分離に適した細胞
株を選定あるいは樹立する。ウイルス増殖に適した培地の組成等についても検討し、高
効率な分離・培養法を確立する。 

(4） 新型コロナウイルスの抗体・抗原・遺伝子の迅速診断技術の確立：かつてSARS、エボ
ラ、ジカウイルスにおいて実用化を実現したLAMP法を用いた診断システムを改良し、簡
便で高感度な新型コロナウイルス迅速診断法を開発する。同様にSARSにおいてその有用
性が確認されているコロナウイルスNタンパク質を用いた抗体検出法を開発するととも
に、安全なシュードウイルスを用いた中和抗体測定法を確立する。さらに第一線の臨床
現場で利用可能なイムノクロマト法を用いた簡易ウイルス検出法を開発する。 

 
３．研究の方法 
(1) 新型コロナウイルス感染症(COVID-19)の制御に向けた知見の収集 
海外研究拠点を整備する国内の６大学が協力して、アジア地域におけるCOVID-19に関す
る情報や試料の収集・分析を行うとともに、流行実態やウイルス宿主（コウモリなどの野
生動物）に関する疫学調査を実施する。速やかにCOVID-19の国内対策に反映することが可
能となる。また、現在までにウイルスに変異を生じたという報告はないものの（注：研究
開始時点での状況）、変異が生じた場合には新たな感染拡大の可能性があるため、アジア
地域全体としてウイルスの情報を継続的に収集する。 
 
(2) 知見を踏まえた新型コロナウイルス検出技術の確立と評価の実施 
アジア地域に研究拠点を整備する国内の６大学が収集・分析した知見を踏まえ、医薬品
等の開発研究に資する基盤的技術を確立する。本研究で確立した技術については、各研究
拠点を活用し地域横断的にその感度・特異度を検証するとともに、国内の新型コロナウイ
ルス感染症研究の中心的機関である国立感染症研究所と共有し、国立感染症研究所を中心
として厚生労働省や日本医療研究開発機構（AMED）の事業において実施する研究開発のフ
ェーズに迅速に展開することにより、予防・治療・診断薬の開発に貢献する。活用される
技術は蛍光LAMP法、組み換え蛋白によるELSIA法、新規シュードウイルスによる中和抗体測
定法などである。 
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４．研究成果 
 
(1) 長崎大学（ベトナム） 
① 研究代表者 森田 公一、研究分担者 井上 真吾 
・IgG間接 ELISA法のアッセイ抗原としてコロナウイルス間で相同性の高い N末端側 121ア
ミノ酸領域を欠失させた SARS-CoV-2の核タンパク質（⊿N抗原）を大腸菌タンパク発現
系を用いて産生・精製した。ヒトコロナウイルスに対する抗体との交差反応性を低く抑え高
い特異度を得ることに成功した。本法を確定診断法の中和試験との比較で評価したところ、
中和抗体価を対象として感度 91.1％、特異度 93.8％を得られた（左図）。 

 
・このシステムは 2020年 7月にベトナム
の Da Nang市で発生した流行で一次血清
9936検体、その後 11月の二次血清 1992
検体の検査で利用された。また 2021年 1
月下旬に Hai Duong省で発生した UK型
変異株による流行では流行初期に 1943人
の一次血清、3月に 1263人から二次血清
を採取しELISA法による血清調査を実施
しベトナムでの低流行状況を示すデータ
が得られた。 
 
 
 
 
 
 

② 研究分担者 長谷部 太 
・ウイルスの発生源となるウイルス宿主の地域での生息状況調査 
ベトナムに生息する野生コウモリにおける SARS-CoV-2 類似ウイルス（SL)の保有状況を
調査した。7 地点で 241 検体を収集し、2021 年からは中国、日本から SL の報告のある
Horseshoe bat（genus Rhinolophus）に焦点を絞って収集を行っている。qPCR によるスク
リーニングで中部で収集した R. affinicus から 3検体が SARS-CoV-2 の E 遺伝子 N遺伝子
の両方に陽性を示し、NGS による解析でも SL が確認された。同地域内では 7.5%が陽性とな
ったことから、地域・種によっては比較的高い頻度で SARS-CoV-2 に近縁なウイルスが保有
されている可能性も示唆される。現在ウイルス分離を試みるとともに近隣地域・種の検体収
集を継続している。 

 
 
・ アジア地域における COVID-19 の流行状況等の調査 
ベトナム国立衛生疫学研究所との共同研究の下、ベトナムで確認された SARS-CoV-2 陽性
者（検疫隔離者を含む）スワブ検体からウイルス分離を実施し、全ゲノム解析を実施した。
2020 年は計 45検体が分離され、全検体の全ゲノム解析を終了した。ベトナムは感染者が非
常に少なかったこともあり 2020 年の分離株からは新規の変異等は見出せなかったが、流入
元の流行株を反映した様々な変異株が確認された。全ゲノム 解析による genotyping は継
続しており、2021 年 4 月末から当地でも確認された第 4 波では、英国型とインド型両方の
感染拡大を確認している。 
 
③ 研究分担者 安田 二朗、櫻井 康晃 
・蛍光 LAMP 法によるウイルス遺伝子検出方法の創出 
蛍光 LAMP 法による迅速遺伝子検出方法を開発し、RT-PCR 法と比較した。感度、特異度と
もに 99% 以上の良好な結果となり、国内においては公定法として認定を受けた。さらに RNA
抽出をせず、直接サンプルを検査するダイレクト法も開発した。 
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・シュードウイルスを用いた中和抗体測定法 
水胞性口炎ウイルスをベースとして新型コロナウイルスの S タンパク質を表面に被り、
レポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子をもつシュードウイルスを効率よく作製す
る技術を確立した。感染者由来の血清を用いて検証した結果、BSL-2 で実施可能で 1日後に
高感度に中和価を測定できることが確認された。変異株の S をもつシュードウイルスの作
製も進めている。 

 
(2) 東北大学（フィリピン） 研究分担者 押谷 仁 
サンガー法での簡便な変異株スクリーニング法、長崎大学から供与された抗体測定系の検
討、資源が限られた検査室でも利用できる迅速診断キットの開発などを行った。 
 
① サンガー法による新型コロナウイルス変異株の遺伝子解析 
臨床検体を用いた遺伝子解析は、検体中のウイルス遺伝子量に大きく依存し、目的の遺伝
子領域を PCR で増幅できるか否かで配列情報が取得できるかどうかが決まるため、比較的感
度の高い部分領域のサンガー法による遺伝子解析法の開発を行った。まず始めに、塩基長約
2,000 のスパイクタンパクの S1 領域を 500－800 塩基長に分割し、検出領域が重なるよう
overlap PCR を行い、サンガー法にて塩基配列を解析した。約 50 件の SARS-CoV-2 陽性の臨
床検体で、スクリーニング時のリアルタイム PCR のサイクル数(Ct 値)とシーケンスの成否
の関連を検討した。その結果、Ct値が 30(103/uL)未満であれば S1 の全領域のシーケンスの
解析が可能であることが明らかになった。 
 
② リコンビナーゼポリメラーゼ増幅法を用いた新型コロナウイルス迅速診断法の開発 
資源が限られた場所で利用できる SARS CoV-2 の核酸検出方法として、サーマルサイクラ
ーのない検査室でも施行可能な等温核酸増幅法であるリコンビナーゼポリメラーゼ増幅法
（RPA 法）を用いた検出系を開発した。ウイルス遺伝子の Nタンパク領域の一部（166nt）を
検出対象としたプライマーを設計した。次に、これを用いてウイルス濃度の検出限界を評価
したところ、RNA、DNA のスタンダードのどちらにおいても電気泳動上では 10コピー/μLま
で検出可能であり(図１-A)、国立感染症研究所で開発したリアルタイム PCR 法の検出限界（1
コピー/uL）よりは劣るものの、比較的高感度であった。ラテラルフロー法でも 10 コピー/
μL まで検出可能であったが、10 コピー/μL の検体での検出ラインは薄かった (図１-B)。 
 

また、交差反応の有無を検証するため、SARS CoV-2 以外のコロナウイルス（Human 
Coronavirus 229E、OC43、SARS CoV-1、MERS CoV）や、その他の呼吸器感染症起因、インフ
ルエンザウイルス(A、B、C)、RS ウイルス、パラインフルエンザウイルス 1 と 3、ヒトメタ
ニューモウイルス陽性検体を用いたところ、いずれのウイルスにおいても交差反応は認めら
れなかった。さらに、上記を踏まえて臨床検体を用いて本法の検査特性の評価を行った、リ
アルタイム PCR 法で SARS CoV-2 が検出された陽性検体、および新型コロナウイルス流行以
前に採取された陰性検体をゴールドスタンダードとした際の感度と特異度はそれぞれ
97%(33/34)と 100% (52/52)と良好であった。この方法を用いて検出にかかる時間は 35 分で
あった。 
以上より、RPA 法による核酸増幅法では、比較的短時間で SARS CoV-2 の等温増幅が可能
であり、リアルタイム法と同等の感度・特異度を持つ検出法として有用である可能性が示唆
された。 
 
 
(3) 新潟大学（ミャンマー） 研究分担者 齋藤 玲子 
 今年度はミャンマーでの抗体検査用の血液採取が出来なかったため、現地への技術移転の
迅速化を図るために、日本の新型コロナ患者と、医療従事者に対して採血し、ELISA 法によ
る抗 NC蛋白 IgG 抗体を測定した。新型コロナに罹患し、入院した患者 16名は、発症 1-2 週
間で抗体価の上昇がみられ、既報と同様であった（図）。また、主に関西在住の小児科開業
医の医療従事者 136 名は、令和 2 年 4 月には全員陰性であったが、半年後の 10 月には、抗
体陽性者が約 11 名(8.1%)確認されたことから、医療従事者の感染リスクの高さが明らかと
なった。なお、令和 3年 4月に第 3回目の検査を予定している。 
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(4) 東京大学（中国） 研究分担者 川口 寧 
COVID-19 流行に関する中国国内の情報やワクチン開発状況を迅速に分析し他の研究分担
者と情報共有し流行予測に資する基盤情報に寄与した。 SARS-CoV-2 変異ウイルス株由来 S
タンパク質を用いた膜融合系を樹立し、変異株ウイルス感染に対する薬剤、抗体等の迅速評
価系を構築した(図参照)。この評価系は感染阻害剤のハイスループットスクリーニングへの
応用が可能であり、変異株に対する新規治療法の迅速な開発に大きく寄与すると考えられる。 

 

 
(5) 大阪大学（タイ） 研究分担者 松浦 善治 
大阪大学タイ拠点では、これまで 20検体以上の新型コロナウイルス患者の回復期検体の
収集を行った。さらに新型コロナウイルスの Sタンパク質を表面に持つシュードウイルスを
用いた中和抗体測定法を確立し、得られた検体中の中和抗体価を測定した。 

 
(6) 神戸大学（インドネシア） 研究分担者 森 康子 
アイルランガ大学と共同で、感染疑い患者の PCR 検査を行って来た。全ゲノム解析により
流行初期の 3月 4月に分離したウイルスの中に 2種類のスパイク変異を見出し、変異型同定
PCR プローブを作成し、各変異型の消長を明らかにした。その１つ Q677H 変異は 4月上旬に
東ジャワ州で発生し、6 月以降陽性検体の約 10％を占めるに至っていたが、12 月にその割
合が 30％近くに上昇した。この変異型の広域伝播の可能性を示唆し、監視継続の重要性を示
すものである。 
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シンポジウム「新型コロナウイルス感染症の流行に対する日本の対応と世界」"Response to outbreak of Coronavirus disease
2019(COVID-19) of Japan 演題：COVID-19の流行とグローバルヘルスのあり方

Cluster-based Approach in Japan

Desarrollo y validacion de una prueba rapida molecular para la deteccion de SARS-CoV-2 empleado el metodo isotermico RPA-LF
(Recombinase Polymerase Amplification)

特別企画「COVID-19―19人の専門家からのアップデート」 演題：クラスター対策
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Desarrollo y validacion de una prueba rapida molecular para la deteccion de SARS-CoV-2 empleado el metodo isotermico RPA-LF
(Recombinase Polymerase Amplification)
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