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現在，重症急性呼吸器症候群コロナウイルス 2 (以下，SARS-CoV-2 ) に対して使用されている血清学的検査
は，定量性や再現性が不十分だと考えられている．そこで本研究では，高い定量性・再現性を有し，かつ血中干
渉物質の影響を受けない SARS-CoV-2に対する IgGおよび IgM測定試薬を開発した．本測定試薬は化学発光酵
素免疫測定法を原理とする全自動免疫測定装置HISCLTMシリーズ (シスメックス株式会社 ) を用い，SARS-CoV-2
のスパイクタンパク質およびヌクレオカプシドタンパク質に特異的な IgGおよび IgMを標的としている．これ
らの定量性および再現性は SARS-CoV-2感染者の検体を希釈したサンプルを用いて評価した．試薬性能は，
SARS-CoV-2感染者 60名の血清検体と SARS-CoV-2発生前に採取した SARS-CoV-2陰性 500名の血清検体を
用いて評価した．開発した測定試薬は高い定量性 (定量範囲：102) と再現性 ( 5％以内 ) を示し，SARS-CoVおよ
びMERSの Sタンパク質に対する交差反応は認めなかった．臨床感度はスパイクタンパク質に対する IgGおよ
び IgMではそれぞれ 98.3％，93.3％，ヌクレオカプシドタンパク質に対する IgGおよび IgMではそれぞれ
100％，71.7％であった．患者群の平均抗体価は陰性検体群と比較して，入院時では 10倍以上，回復期では 100
倍以上高かった．入院時の臨床的重症度と IgGおよび IgMの抗体価には関連がなかった．高い臨床性能と定量性・
再現性を併せ持つ本測定試薬は，SARS-CoV-2の感染やワクチンの有効性検証における血清学的・免疫学的時系
列プロファイルに役立つと考えられる．

抗 SARS-CoV-2 IgGおよび IgM抗体を検出する定量性・
再現性の高い新規測定試薬の開発

転載 ISSN 1345-7144

本稿は、Scientific Reports, Vol.11, 5198 (Published online March 4, 2021) を、クリエイティブ・コモンズ・ライセンス (表示 4.0 国際 ) のもと、翻訳・転載
したものです．
https://doi.org/10.1038/s41598-021-84387-3
HISCL SARS-CoV-2 S-IgG試薬は研究用です．
HISCL SARS-CoV-2 N-IgG試薬，HISCL SARS-CoV-2 N-IgM試薬，およびHISCL SARS-CoV-2 S-IgM試薬は非売品です．



―40―

Sysmex Journal Web Vol.23 No.3 (2022)

は じ め に
中国で発生した重症急性呼吸器症候群コロナウイ

ルス 2 (以下，SARS-CoV-2 ) は，急速に世界中へ
広がっている．SARS-CoV-2は，一部の症例では死
に至る COVID-19と名付けられた重症急性コロナ
ウイルス感染症を引き起こすため，世界的な公衆衛
生上の脅威とみなされている１～４）．しかし現在，
COVID-19に対する特異的な治療薬は存在しない．
さらに，COVID-19 回復者でも体内に SARS-

CoV-2が残存している場合や，再感染する可能性が
あり，パンデミックが長期化する原因となっている．
このような状況のなか，COVID-19に対する高性能
かつ安価な診断ツールの開発が求められている．
現在，臨床現場では，SARS-CoV-2ゲノムを検出
するポリメラーゼ連鎖反応 (以下，PCR ) 検査が広
く利用され，感染陽性／陰性を確認するゴールドス
タンダードとして使用されている５，６）．最近では，
PCR検査に比べ感度や精度がやや劣るものの，抗原
検査も使用されている７）．

SARS-CoV-2に対する免疫機能を評価する抗体検
査は，患者の感染歴やウイルスの中和活性を反映す
ると考えられている８）．血液を用いた診断用途の抗
体検査では，主に IgGと IgMの抗体価を評価する
ことが多い９～ 11）．一般的なウイルス感染症と同様に，
COVID-19においても感染初期に IgMが上昇し，
その後 IgGが上昇することが報告されている 12）．一
方で，SARS-CoV-2感染初期において，IgMより
も IgGが増加するとの報告もある 13，14）．さらに，
SARS-CoV-2のヌクレオカプシドタンパク質や受容
体タンパク質 (スパイクタンパク質，S1ドメイン，
受容体結合ドメイン ) など，様々な SARS-CoV-2

のタンパク質に対する抗体価を測定する方法が開発
されている 15～ 19）．SARS-CoV-2を構成する各タン
パク質に対する抗体価と臨床症状の関係は，未だ明
らかではないことから 20～ 22），より高い診断能を示す
標的タンパク質を同定する必要がある．現在，いく
つかの SARS-CoV-2に対する抗体検査キットが研
究用として販売されているが，その試薬性能は低く，
結果の信頼性や品質も低い 17，23～ 25）．現在市販されて
いるイムノクロマト法による COVID-19抗体検査
は定性検査であり，臨床現場において偽陰性を示す

原因の一つとなっている．研究用として酵素免疫測
定法 ( ELISA ) による定量測定キットが存在するが，
測定精度や測定範囲が不十分である．また，市販さ
れている自動免疫測定装置を用いた測定試薬は，定
性的な判定をするものに限られている 26，27）．今後，
定性的に陽性判定を行うだけでなく，ワクチン接種
時の抗体価のモニタリングや閾値の設定などのため
に高精度の定量測定法が必要である．加えて，抗体
価を経時的に観察するためには，定量的で測定範囲
の広いモニタリングシステムが必要である．したがっ
て，適切な標準物質を有し，妥当なコストで使用で
きる高品質な血清学的検査が求められている．
本研究では，化学発光酵素免疫測定法 ( CLEIA ) 

28，29）を原理とする全自動免疫測定装置 HISCLTM

シリーズ (シスメックス株式会社：以下，HISCL，
シスメックス ) を用いた，スパイク ( S ) タンパク質
およびヌクレオカプシド ( N ) タンパク質の 2種類の
SARS-CoV-2抗原に対する IgGおよび IgM ( N-IgG，
S-IgG，N-IgM，S-IgM ) を検出する新規定量測定
試薬の試薬性能を報告する．HISCLは，標準的な
ELISAと比較して反応が迅速 ( 17分 ) でダイナミッ
クレンジが広く，かつ再現性も高いため，臨床分野
で広く使用されている．本開発試薬の分析性能は，感
度，特異度および再現性にて評価した．さらに，本開
発試薬の臨床有用性としては，SARS-CoV-2感染者
の入院時および回復期の抗体価 ( N-IgG，S-IgG，
N-IgM，S-IgM ) を評価した．

結　果
分析性能
抗 SARS-CoV-2抗体を検出する分析法の開発

検量線
化学発光強度と抗体価の相関性を評価するため，

SARS-CoV-2陽性血漿の希釈試料における発光強度
を抗体価に対してプロットし，検量線を作成した 
(図１)．

再現性
測定試薬の再現性は，2濃度の SARS-CoV-2試

料を用いて評価した．測定内変動係数 (以下，CV ) 
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は，各試料を 10回反復測定して算出した．N-IgG，
S-IgG，N-IgM，S-IgMの測定内 CVはそれぞれ
1.4％未満，3.3％未満，2.1％未満，1.2％未満で
あった ( Supplementary Table１)．

干渉物質
一般的な血液成分による測定結果への干渉の有無

を，血漿検体に干渉物質を添加することで評価した．
いずれの物質でも，添加試料と非添加試料との差は
15％未満であった．

交差反応性
ヌクレオカプシドタンパク質を用いた測定試薬で

は，SARS-CoV抗原の添加により，すべてのSARS-

CoV-2抗体陽性検体において SARS-CoV-2抗原を添
加したときと同程度の阻害がみられた．NL63抗原お
よび 229E抗原の阻害率は検体によって異なるもの
の，SARS-CoV-2抗原の阻害率の 40～ 70％となっ
た．一方，Sタンパク質を用いた測定試薬では，いず
れの検体においても交差反応性はほとんど認められな
かった ( Supplementary Figure１)．なお，SARS-

CoV-2抗体陰性検体に抗原を添加した際の定量値は
いずれも 0.5 AU/mL未満であった．

図１．化学発光強度と各抗体価の関係
N-IgG ( a )，S-IgG ( b )，N-IgM ( c )，S-IgM ( d ) の検量線
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https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementaltable1.pdf
https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementalfigure1.pdf
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臨床性能
感度，特異度および AUCの評価
陽 性・ 陰 性 の 予 測 に 対 す る N-IgG，S-IgG，

N-IgM，S-IgMのROC曲線を図２に示す．N-IgG，
S-IgG，N-IgM，S-IgMのAUCはそれぞれ 0.9998，
0.9984，0.8391，0.9671であった．N-IgGと S-IgG

の感度および特異度は 98％以上であった．N-IgMの
感度および特異度はそれぞれ 71.7％，83.4％，
S-IgMの感度および特異度はそれぞれ 93.3％，
93.6％であった ( Supplementary Table１)．
入院時および回復期における抗 SARS-CoV-2抗

体価 ( IgGおよび IgM ) をすべての患者検体で評価
した．また，陰性対照群として，非感染者 500名の
血液検体中の IgGおよび IgMの抗体価についても
評価した．図３に示すように，患者検体における回
復期の血清抗体価は，すべての抗体種 ( N-IgG，
S-IgG，N-IgM，S-IgM ) において入院時よりも高
値であった．入院時のN-IgMおよび S-IgMは総じ
て N-IgGおよび S-IgGよりも高値であり (表１)，
これは，ウイルス感染患者では抗原曝露後に IgMが
IgGよりも早期に増加するという一般的な感染症の
挙動と一致していた．ただし，COVID-19患者では
N-IgMおよび S-IgMが非感染者よりも高値である
ものの，非感染者において高い偽陽性率を示すため，

COVID-19の診断に IgMを使用するのは実用的で
はない．

Supplementary Figure２に，本開発試薬と研究
用に販売されている SARS-CoV-2 IgG ELISAキッ
ト ( Euroimmun ) の比較を示す．計 19名の患者の
入院時と回復期における抗体価を両手法で評価した
結果，どちらの手法においても入院時と回復期にお
いて有意な差を示した ( Supplementary Figure２)．
ただし，HISCLを用いた本開発試薬の方がこの差
異をより精度良く検出できる可能性が示唆された．
続いて，すべての患者の臨床情報を入手し解析し

た (表２)．まず，すべての患者を観察中の症状およ
び治療法に基づいて 3群 (中等症，重症，重篤 ) に
分類した (定義については表２の脚注を参照 )．次に，
患者の重症度が抗体価に影響し得るかどうかを検討
した．入院時の抗体価は，4種類の抗体とも重篤患
者群が 3群中で最も高値であったが，有意差を示し
たのはS-IgMのみであった ( P＜0.05 ) (表１)．また，
回復期では，重症および重篤患者群が中等症患者群
よりも高い抗体価を示した．この結果から，SARS-

CoV-2に対する強力な免疫を獲得するためには，
(重症や重篤患者において ) 多量のウイルスに曝露さ
れた期間が重要な因子であることが示唆された．

図２．SARS-CoV-2抗体の臨床性能
回復期の患者検体と陰性検体の予測に対する各試薬のROC ( Receiver Operating Characteristic ) 曲線．
青線：N-IgG，赤線：S-IgG，青点線：N-IgM，赤点線：S-IgM，ロジスティック回帰モデルで推定．

灰色の線はランダム分類を示す．
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https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementaltable1.pdf
https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementalfigure2.pdf
https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementalfigure2.pdf
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図３．陰性検体および入院時・回復期の患者における抗体価の比較
500例の陰性検体，50例の入院時患者検体，60例の回復期患者検体を各抗体試薬で測定した．
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103

10-2

陰性 入院時 回復期

陰性 入院時 回復期

10-1

100

101

102
A
U
/m

L

(a)
N-IgG

(b)
S-IgG

104

10-1

100

101

102

103

104

10-1

100

101

102

103

A
U
/m

L

(c)
N-IgM

A
U
/m

L

(d)
S-IgM

103

10-2

陰性 入院時 回復期

陰性 入院時 回復期

10-1

100

101

102

A
U
/m

L

表１．入院時から回復期における SARS-CoV-2抗原に対する IgGおよび IgMの変化
抗体濃度は中央値 (分布範囲 ) で示した．P値はMann-Whitney U検定および Steel-Dwass検定により求めた．

C：重篤，M：中等症，S：重症，n.s.：有意でない．

抗体
入院時 回復期 P-value: 入院時 vs 回復期

中等症 重症 重篤 P-value 中等症 重症 重篤 P-value 中等症 重症 重篤
N-IgG 3.4 6.6 51.5 M vs S, n.s. 101.8 214.7 159.2 M vs S, < 0.01 < 0.001 < 0.001 n.s.

(AU/mL) (0.4–72.8) (1.6–78.8) (2.1–156.4)
S vs C, n.s.

(62.4–205.3) (127.2–345.8) (132.2–282.6)
S vs C, n.s.

   
M vs C, n.s. M vs C, n.s.

S-IgG 1.6 0.5 6.3 M vs S, n.s. 93 242.6 216.4 M vs S, < 0.01 < 0.001 < 0.001 < 0.05

(AU/mL) (0.2–15.8) (0.3–2.3) (1.1–104.5)
S vs C, n.s.

(44.6–217.0) (154.9–375.9) (123.6–448.7)
S vs C, n.s.

   
M vs C, n.s. M vs C, n.s.

N-IgM 10.4 7.6 15.2 M vs S, n.s. 13.9 26.5 18.6 M vs S, n.s. n.s. < 0.05 n.s.

(AU/mL) (2.7–19.3) (3.5–59.5) (9.4–28.4)
S vs C, n.s.

(5.5–40.5) (15.0–49.6) (16.6–28.7)
S vs C, n.s.

   
M vs C, n.s. M vs C, n.s.

S-IgM 22.3 9.4 125.8 M vs S, n.s. 51.1 98 196.1 M vs S, n.s. n.s. < 0.001 n.s.

(AU/mL) (3.6–111.1) (3.5–37.5) (41.7–304.5)
S vs C, < 0.05

(15.6–153.7) (57.4–166.3) (59.3–607.6)
S vs C, n.s.

   
M vs C, n.s. M vs C, n.s.
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考　察
抗 SARS-CoV-2特異的抗体を検出する血清学的検

査は，地域社会でのCOVID-19の広がりを把握する
うえで重要な手段である．これらの特異的抗体の存在
は，本ウイルスに曝露されたという免疫学的な証拠
となる．SARS-CoV-2に対する免疫反応では，感染
後数日のうちにまず IgMが増加し，次いで IgGが増
加する．その後これらの抗体価は，ウイルスが排除さ
れた後でも，感染歴を示す免疫学的バイオマーカー
となる．イムノクロマト法は陽性と陰性を区別するた
めの定性試験として利用されてきたが，血中の抗体
価を定量的に測定できる迅速かつ簡便な方法が求め
られている．本研究では，SARS-CoV-2感染を検出
するだけでなく，獲得免疫を反映する抗体価を定量
的に測定できる高感度定量測定法を示した．
本研究で開発した方法は，SARS-CoV-2受容体
結合ドメイン (以下，RBD ) に対する IgGおよび
IgMの検出を目的としている．特に，SおよびNタ
ンパク質の定量，ならびに獲得免疫に関連する抗体
価の評価は，ワクチン開発のための有用な指標とな
ることが期待される．本測定法の妥当性の評価は，
中和抗体の主要な標的となる 31）RBD に対する抗体
を検出する既報の ELISA30）を用いて実施した．製造
の難易度が高い三量体で安定化する Sタンパク質と
は異なり，RBDは非常に安定した構造であるため，
大規模な ELISAキット製造に向けたスケールアッ
プが容易である．また，RBDの免疫原としての性

質を踏まえると，RBDは集団レベルでのウイルス
への曝露や感染者の免疫に直接関わる抗体価を定量
するのに有用な標的であると考えられる．一方で，
感染時に大量に生成される Nタンパク質やエンベ
ロープタンパク質などの膜タンパク質を含む他のウ
イルス成分が 32，33），さらなる診断的価値を生み出す
可能性がある．このことは，抗原濃度が抗体の産生
に影響する可能性があることから，感染初期におい
て特に注目すべきである．
さらに，抗原濃度が抗体産生に影響を与える可能

性があるため，抗体価の定量測定は感染初期での診
断に有用であると考えられる．さらに，抗体価や免
疫反応を定量化することで，SARS-CoV-2感染症に
対する理解を深めることもできる．現在，いくつか
の抗体検査法が報告されているが，抗体価の定性測
定の結果が SARS-CoV-2に対する免疫力を反映す
るか否かは明らかではない．さらに，スパイク抗原
の RBD以外の部位を標的とする抗体や，抗体のエ
フェクター機能を増強させる能力を持つ抗体も，免
疫に寄与する可能性がある．したがって，別の抗原
を用いた次世代測定法の開発は，RNA検査ができ
ない場合における早期診断としての価値があり，免
疫反応を反映する抗体価についてのさらなる知見が
得られる可能性がある．
本稿では，HISCLを用いたN-IgG，S-IgG，N-IgM，

S-IgMの迅速かつ再現性の高い測定法について報告し
た．開発した測定法は高い再現性と広いダイナミック

表２．患者情報および検体採取情報

変数 発症初期 回復期
検体採取日 2020/2/24 ～ 2020/5/3 2020/4/11 ～ 2020/6/2

検体数合計 50 60

性別 (男／女 ) 39 / 11 48 / 12

年齢，中央値 (範囲 ) 50 (23–85) 53 (25–85)

発症後日数，中央値 (範囲 ) 9 ( 1–25) 36 (20–95)

重症度 1 (中等症／重症／重篤 ) 26/19/5 36/19/5
1重症度の定義 (中等症：発熱または倦怠感あり．肺炎の有無は不問，酸素吸入は必要としない，重症：発熱，倦怠感，呼吸困難，重度の肺炎が確認され，かつ
酸素吸入が必要，重篤：発熱，倦怠感，重度の呼吸困難，重篤な肺炎が確認され，かつ陽圧換気 +体外膜型人工肺 ( ECMO ) が必要．)
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レンジを有し，一般的な血液成分の影響を受けず，コ
ロナウイルス感染者において高い抗体価を示した．ま
た，開発した抗 Sタンパク質抗体測定試薬は SARS-

CoV-2の Sタンパク質に対する抗体を特異的に検出
し，一般的な風邪コロナウイルスのタンパク質に対す
る抗体は検出しなかった ( Supplementary Figure１)．
本測定試薬は，他の Sタンパク質を標的とする抗体
との間で起こり得る交差反応を避けるため，標的抗
原の立体構造を認識するように設計した 34）．一方，
抗Nタンパク質抗体測定試薬は， Nタンパク質の相
同性がコロナウイルスファミリー間で高いため，風
邪コロナウイルスのタンパク質に対する抗体も検出
した 35，36）．ただし，COVID-19は臨床的に一般的
な風邪コロナウイルス感染症とは異なるため 37），
COVID-19の診断においては，風邪コロナウイルス
と SARS-CoV-2のNタンパク質における交差反応
性は許容できる可能性がある．したがって，本研究
で開発した新規抗体測定法は，臨床応用するのに十
分な試薬性能を有すると考えられる．
最近，IgG抗体検査が未承認の診断キットとして
入手できるようになったが，その多くは臨床診断
ツールとしての性能が低い．HISCLでの抗体測定
法は，SARS-CoV-2に対する IgGおよび IgMを定
量する頑健な方法となり得る可能性がある．この新
規抗体測定法の性能を検討するため，本測定法の結
果と市販の ELISAで得られた結果とを比較した．
本測定法の検出能が市販の ELISAと比較して高い
のは，市販の ELISAは吸光度，OD比および検出
システムに性能が依存するが，HISCLではこれら
と異なる広いダイナミックレンジを達成可能な原理
を検出システムとして採用しているためと考えられ
る．今回の結果から，広範囲の抗体価を測定するに
は，HISCLの方が優れていることが示された．
前田らは，中和抗体の濃度は患者によって異なり，

中和活性と総抗体価は必ずしも相関しないことを確
認している (原稿準備中 )．SARS-CoV-2のRBDは，
このような中和抗体の重要な標的であろうと予測さ
れているが 38～ 41），関連性を評価するには，感染初期，
治療開始時，回復期および治療後の各時点での抗体
価を正確に測定する必要がある．今回，回復期の血
中 IgGにおいて，中等症患者と重症／重篤患者の間

で差異を検出できることが示され (図４)，病状を正
確に評価するためには，定量性の高い SARS-CoV-2

抗体測定法が重要であることが示唆された．さらに，
本研究では多くの患者において抗 SARS-CoV-2 IgM

が感染初期に上昇し，最も早く検出された患者では
発症後 3日目に IgMが検出された (データ未掲載 )．
実際，重篤患者においては，入院時の S-IgMが有意
に高値であった．さらに，IgMから IgGへのクラス
スイッチに重要であると考えられているインターロ
イキン ( IL ) -4濃度も測定したところ，入院後に重篤
化した患者では，入院時の血中 IL-4濃度が有意に高
かった ( Supplementary Figure３)．COVID-19重
篤化患者における IL-4の増加機序は不明であるが，
発症時の IL-4濃度と抗 SARS-CoV-2-S-IgM抗体
価を組み合わせることにより，患者が将来，人工呼
吸や体外式酸素補給を必要とする重篤な状態に至る
かどうかを予測できる可能性が示唆された．さらに，
高感度の抗 SARS-CoV-2 IgM測定が，重症度の予
測や診断に有用であることも示唆された．
本研究にはいくつかの制約がある．まず，本研究の

目的は定量抗体測定法の確立であるため，COVID-19

患者や回復患者の検体が少数であり，保存検体を用
いた後方視的研究である．そのため，将来的には本
測定法の前向き検査としての医療的価値を評価する
必要がある．
今後，ワクチン投与前後の抗体価の変化を定量的に
解析することが重要になると予想される．COVID-19

のワクチン接種後の免疫系反応のモニタリングには，
今回開発した定量抗体測定法が望ましい．日本政府
は 2021 年 3月にワクチン接種を開始する予定であ
り，我々は現在，ワクチン接種後の医療従事者，医
療事務員および患者の抗体価をモニタリングするこ
とで，実臨床における感染率と重症度を評価する観
察研究を計画している．
総括すると，我々は，SARS-CoV-2感染患者にお
ける IgGおよび IgMの抗体価を正確かつ頑健に測
定する新しい抗 SARS-CoV-2抗体測定試薬を開発
した．これらの新規試薬は，臨床現場において，ま
た現在の COVID-19の感染状況を把握するうえで，
非常に有用であると考える．

https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementalfigure1.pdf
https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementalfigure3.pdf
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方　法
ヒト臨床検体
本研究では，COVID-19と臨床診断され，東京の

国立研究開発法人 国立国際医療研究センター (以下，
NCGM ) に入院した患者 60名を対象とした．患者は
全例，本研究への登録時に鼻咽頭スワブ検体の定量
的RT-PCR法を用いて SARS-CoV-2陽性であるこ
とを確認した (表２およびSupplementary Table２)．
陰性対照検体として，国立研究開発法人 国立がん研
究センター (以下，NCC ) バイオバンクから提供さ

れたがん患者 (男性 337名，女性 163名，年齢：7

～ 87歳 ) の血清 500検体を使用した．本研究は
NCGMおよび NCCの倫理委員会 ( NCGM-G- 

003472-02，NCC2020-026 ) によって承認された．
すべての患者から文書による同意を得ており，本研
究はヘルシンキ宣言の原則を遵守した．

遺伝子組換え抗原の作製
遺伝子組換えヌクレオカプシドタンパク質は，以

下のアクセッション番号の配列を元に作製した．

図４．重症度と抗体価の関係
N-IgG ( a )，S-IgG ( b )，N-IgM ( c )，S-IgM ( d ) の入院時と回復期の抗体価の比較．

*P＜ 0.05，**P＞ 0.01．
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https://www.sysmex.co.jp/products_solutions/library/journal/vol23_no3/summary01/supplementaltable2.pdf
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SARS-CoV-2：YP_009724397，SARS-CoV：
YP_009825061，MERS-CoV：YP_009047211，
HCoV-HKU1：YP_173242，HCoV-OC43：
YP_009555245，HCoV-NL63：YP_003771，
HCoV-229E：NP_073556．スパイクタンパク質に
おける S1領域の遺伝子組み換えタンパク質は，以
下のアクセッション番号の配列を元に作製した．
SARS-CoV-2：YP_009724390，SARS-CoV：
YP_009825051，MERS-CoV：YP_009047204，
HCoV-HKU1：YP_173238，HCoV-OC43：
NP_937950，HCoV-NL63：YP_003767，HCoV-

229E：NP_073551．製造業者のプロトコルにしたが
い，C末端にHisタグを導入した各配列を pcDNA3.4

ベクター ( Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，
USA ) にクローニングし， Expi293 細胞 ( Thermo 

Fisher Scientific ) へトランスフェクションした．
トランスフェクション後 6日目に培養上清を回収し
た．遺伝子組換え抗原は，HisTrap HP カラム 
( Cytiva，Marlborough，MA，USA ) およびHiLoad 

26/600 Superdex 200 pgカラム ( Cytiva ) を用い
て精製した．精製した SARS-CoV-2 ヌクレオカ
プシドタンパク質と S1タンパク質はそれぞれ，
1-ethyl-3- ( 3-dimethylaminopropyl ) carbodiimide 
(株式会社 同仁化学研究所，熊本，日本 ) および
N-hydroxysucinimide ( Sigma-Aldrich，St. Louis，
MO，USA ) を用いて磁性粒子と結合させた．

測定法の説明
HISCL抗 SARS-CoV-2抗体試薬は，ヒトの血清

または血漿中の IgGおよび IgMの抗体価を定量す
るために開発された．HISCLは化学発光サンドイッ
チ法を原理としており，測定は全自動で実施された．
本システムでは，まず血清または血漿試料を磁性粒
子に結合した SARS-CoV-2特異的組換え抗原と反
応させる．洗浄後，抗原－抗体複合体をアルカリホ
スファターゼ標識抗ヒト IgG抗体または抗ヒト IgM

抗体と反応させ，サンドイッチ免疫複合体を形成さ
せた．2回目の洗浄後，発光基質を加えて化学発光
を測定した．基質の添加後 17分以内に化学発光強
度を測定した．反応槽の温度はすべての工程におい
て 42℃を保った．

分析性能
キャリブレータおよび標準品の調製
キャリブレータおよび標準品は，Cantor Bioconnect 

( Tronto，Canada ) およびTRINA BIOREACTIVES 
( Naenikon，Switzerland ) から購入した市販のSARS-

CoV-2陽性検体を使用して調製した．キャリブレー
タは，SARS-CoV-2陽性検体をリン酸緩衝液で希釈
して調製した．各キャリブレータは3回測定し，キャ
リブレータの値は，カットオフ値に基づいて設定し
た．抗体の測定値は，ロジスティック回帰分析から
得られた検量線を用いて算出した．

干渉物質
干渉物質となる可能性のある遊離型ビリルビ

ン ( 最大 200 mg/L )，抱合型ビリルビン ( 最大
200 mg/L )，乳び (最大 1600 FTU )，ヘモグロビ
ン (最大 500 mg/L ) およびリウマチ因子 (最大
4,000 IU/L ) を SARS-CoV-2陽性患者の血漿に添
加した．これらの干渉物質は，干渉チェック・Aプ
ラスおよび 干渉チェック・ RF (シスメックス ) より
入手した．

交差反応性
各種コロナウイルス株 ( SARS-CoV-2，SARS1，

MERS，OC43，HKU1,229E，NL63 ) の遺伝子
組換えタンパク質を添加した試料を測定し，本試薬
の特異性を評価した．市販の SARS-CoV-2抗体陽
性検体および陰性検体に，測定試料中の抗原終濃度
が 20 mg/mLとなるように各抗原を添加した．抗
原添加による阻害率から交差反応性を評価した．

臨床性能
感度，特異度および曲線下面積 (以下，AUC ) の
決定

AUC，感度および特異度を決定するために，各
アッセイで陰性血清 500検体および陽性血清 60検
体を測定した．AUCはROC ( Receiver Operating 

Characteristic ) 曲線解析により求めた．感度および
特異度は Youden Indexに基づいて設定した閾値を
用いて算出した．
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統計解析
各抗体マーカーの診断性能は ROC解析で，ノン

パラメトリックな一対比較はMann-Whitney U検
定で，StatFlex ver.7.0ソフトウェア (株式会社アー
テック ) を用いて評価した．ノンパラメトリック多
重比較の Steel-Dwass検定は R ver. 3.6.3 ( The R 

Foundation for Statistical Computing，Vienna，
Austria ) を用いて実施した．P＜ 0.05であれば，
有意差があるとみなした．

データの利用
本研究で生成および／または解析したデータは，

合理的な請求があれば責任著者から入手できる．
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