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 略称⼀覧 
COVID-19：Coronavirus Disease in 2019 

SARS-CoV-2：severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

ACE2：angiotensin-converting enzyme 2 (アンジオテンシン変換酵素 2) 

ACE：angiotensin-converting enzyme (アンジオテンシン変換酵素) 

PCR：polymerase chain reaction (ポリメラーゼ連鎖反応) 

RT–PCR：Realtime-Transfection Polymerase Chain Reaction 

CRISPR：clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

LOD：limit of detection (検出限界) 

LOQ：limit of quantification (定量限界) 

3α-HSD:：3α–Hydroxysteroid Dehydrogenase (3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲ
ナーゼ) 

A3P：17β-methoxy-5β-androstan-3α-ol 3-phosphate 

ALP：Alkaline Phosphatase 

BSA：Bovine Serum Albumin 

DMEM： Dulbecco's Modified Eagle Medium 

FBS:：Fetal Bovine Serum 

HRP：Horseradish peroxidase 

3α-HSD：3α-hydroxysteroid dehydrogenase 

NADH： Nicotinamide-Adenine Dinucleotide 

Thio-NAD：Thionicotinamide-Adenine Dinucleotide 

ALP：Alkane phosphatase 

AngⅡ：アンジオテンシンⅡ 

TMPRSS2：Transmembrane protease serine 2 

DMEM：ダルベッコ改変イーグル培地 
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第 1章 

本研究の背景と⽬的 
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1-1研究背景 

(1)新型コロナウイルスについて 

2019 年 12 ⽉に発⾒されてから現在に⾄るまで、新型コロナウイルス(COVID-

19：coronavirus disease 2019)は感染の流⾏・拡⼤が広がっている。COVID-19 の
原因である SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)はそのゲ
ノム配列から β-コロナウイルス属の SARS 関連コウモリウイルスであることが
明らかになった[1]。この属に属するウイルスはプラス鎖の⼀本鎖 RNAゲノムを
持ち、王冠に似たエンベロープを持っていることが特徴である (図 1-1)[2]。ウイ
ルスの持つゲノムには、主要な構造タンパク質であるスパイクタンパク質、エン
ベロープタンパク質、膜タンパク質、ヌクレオカプシドタンパク質の 4つがコー
ドされている[3]。 

 

 

 
図 1-1：新型コロナウイルス概要図 

(Kyosei Y, Yamura S,et al,. Biophys Physicobiol. 2021 Feb 10;18:28-39. doi: 

10.2142/biophysico.bppb-v18.004.)[4]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

ヌクレオカプシドタンパク質は RNAと相互作⽤し、螺旋状のヌクレオカプシド
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を形成する。スパイクタンパク質は⾃⾝のもつ受容体ドメイン領域を⽤いて、感
染時に主な受容体となる、ACE2 (アンジオテンシン変換酵素 2：angiotensin-

converting enzyme 2)に結合する。SARS-CoV-2は ACE2を⽤いることで宿主細胞
へ侵⼊が促されることになる[5]。したがって、スパイクタンパク質の受容体結
合ドメインは COVID-19の治療に関して重要な標的になる。例として、抗スパイ
クタンパク質抗体を⽤いたアッセイは、⾼⼒価の SARS-CoV-2 中和抗体を含ん
でいる⾎清のスパイクタンパク質のスクリーニングに使⽤される。この⾎清に
よる測定は COVID-19の重症患者に対しての治療に⽤いられる[6, 7]。 

 

COVID-19 が出現して以降、多様かつ有⽤な診断⽅法が開発されてきた[8-10]。
しかし、多くの研究者や研究機関、政府機関はリアルタイム逆転写ポリメラーゼ
連鎖反応 (RT-PCR)を診断・検査に使⽤することが多く、COVID-19の確定診断、
すなわち「ゴールドスタンダード」としている[11-14]。その PCR 法を診断法と
して使⽤するには限界があると指摘する意⾒も⼀定数存在することから、胸部
CT と PCR 法を併⽤することが推奨される場合もある[15-18]。感染すると肺に
異常が起こり、肺炎やその他の臓器にも異常をきたすため、胸部 CTにより的確
に治療することができる。このことから胸部 CTによる診断は重要な役割を果た
すことができる。 

 

ただし、胸部 CT検査は専⾨性が⾼く、操作が難しい診断⽅法である。したがっ
て、胸部 CTと PCRの併⽤ではなく、PCRを改良するアプローチが多く⾏われ
ている[8-10, 12, 19]。例として挙げると、デジタル PCRや ddPCRなどである。
これらの⼿法は核酸に着⽬した⼿法になり、核酸を増幅させることで検出する
ことが基本である。例に挙げたアプローチ以外にも様々あり、その⼀つとして核
酸を増幅しない新規の⽅法の開発も⾏われている[20-22]。 

 

PCR以外の COVID-19診断の⼀つとして、PCR以外にも SARS-CoV-2を構成す
るタンパク質を検出する抗原検査がある。抗原検査は診断⽅法の中でも安価か
つ診断が簡便であることが知られている[23]。しかし、PCR法と⽐較して測定対
象に対する特異度は⼗分に⾼いものの、感度は⼀般的に悪いとされている[24]。
この⽋点は診断⽅法としては重要な問題点であり、改善が必要不可⽋である。 

 

⽣物物理学の観点からは、核酸とタンパク質の⾼感度・⾼特異度な測定の開発
は、⽣物学と医学のあらゆる分野にとって⾮常に重要である。例えば、Kary Banks 

Mullis によって PCR が開発されて以来、⽣物学と医学の進歩は⽬覚しいものが
ある[25]。また、PCRは核酸を増幅することができるため、少量の核酸でも検出
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することができるが、タンパク質はそれ⾃体を増幅する⽅法がないため、微量の
タンパク質では、測定することができない。しかし、⽣物のほとんどの場合、核
酸ではなくタンパク質が機能していることに注⽬しなければならない。特に感
染症や、特定の疾患などではタンパク質の働きによって体内環境に異常が⽣じる。
しかし、これらのタンパク質は⾚⾎球のような定常的に発現するタンパク質と
⽐較して⾮常に微量な場合が多い。したがって、⽣物学や医学分野の発展には、
微量タンパク質の正確で定量的な測定法を開発する必要がある。 

 

(2)PCR 法による SARS-CoV-2 測定について 

PCR法の最⼤の強みはその検出限界 (Limit of Detection: LOD)の⾼さにある。核
酸を増幅して測定することで最⼤、数 copies/assayもの⾼感度で測定が可能であ
る[26]。これは SARS-CoV-2の RNA測定においても同様のことが⾔える[27]。し
かし、PCR法にも以下のような⽋点が存在する[28]。1.⾮特異的増幅することが
あり、偽陽性や偽陰性増幅が起こる可能性がある。この問題は様々な要因が存在
するが、使⽤するプライマー、細菌・夾雑物によるコンタミネーションなどによ
り⾮特異的な核酸と交差反応を引き起こす。この反応によって偽陽性を引き起こ
してしまうことがある。加えて、偽陰性は測定難易度と標的遺伝⼦の突然変異に
よって引き起こされる (図 1-2 a)。 

 

 

図 1-2：PCR法の概要図 
(Kyosei Y, Yamura S,et al,. Biophys Physicobiol. 2021 Feb 10;18:28-39. doi: 

10.2142/biophysico.bppb-v18.004.) [4]より CC-BY4.0に基づき転載 

(a)夾雑物などのコンタミネーションにより起こる⾮特異的増幅の概要図。
(b)PCR法の微量測定で考えられる偽陰性リスクを表した図。 
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2.測定対象のサンプル量の少なさも問題になる場合がある。標的核酸が少量のア
ッセイ量 (例えば、μL程度)に含まれる場合、PCRは標的核酸を検出することが
できる。しかし、通常、μL のボリュームで実験操作を⾏うとき、標的核酸をサ
ンプリングすることは難易度が⾼く、困難である。⼀⽅、mLで標的核酸を得る
ことははるかに容易である (図 1-2 b)。さらに、3.結果を得るまでの時間がかか
る、4.⾼感度での測定は⾼価である、5.PCRの操作中に使⽤する酵素が失活して
しまう、などの問題がある。このような PCR法の弱点により、SARS-CoV-2のタ
ンパク質に対する抗原検査の開発を進める要因の⼀つになっている。 

 

(3)COVID-19 の抗原検査について 

世界保健機関 (WHO)は 2020 年 4 ⽉、「抗原検出迅速診断検査の性能と潜在
的な診断的有⽤性に関する研究は⼤いに奨励されるが、患者ケアへの使⽤は推
奨しない」と発表した [29]。これは、WHOの判断が抗原検査の主な弱点は感度
が低く、偽陰性が多いということである。さらに、2020年 5⽉に Science誌に掲
載された論⽂では、コロナウイルスの抗原検査は検査の測定時間⾃体が短く安
価だが、感度の低さから偽陰性のリスクがあるとしている[30]。これはインフル
エンザウイルスの抗原検査と PCR法との⽐較からも明らかである[31, 32]。 

 

しかし、抗原検査の有⽤性は今のところ意⾒が分かれている。Scohy たちは
SARS-CoV-2に対するイムノクロマト検査は、PCR法と⽐較して検出感度が低い
(30.2％)ことを指摘しており、COVID-19 の診断・検査のために単独で使⽤する
ことを推奨しないとした[33]。Mak らも同様にイムノクロマト法と PCR 法を⽐
較し、検出感度においてイムノクロマト法は PCR よりも 105倍感度が低く、新
型コロナウイルス感染者から得られた PCR陽性の検体の 11.1％から 45.7％しか
検出することができなかったと報告している[34]。これらの著者は抗原検査が
PCR法の補助的な役割しかこなせないと結論づけている。 

 

その⼀⽅で、COVID-19の診断検査の第⼀線に抗原検査を⽤いるべきだと主張す
るものも存在する。Mertensらは新型コロナウイルス抗原の検出にイムノクロマ
ト法を⽤いて実験を⾏った結果、感度は 57.6％、特異度 99.5％、正確性は 82.6％
を⽰した[35]。先ほどの論⽂と同様に感度は低いように⾒えるが、特異度は⾮常
に⾼く、イムノクロマトによる測定時間は 15分程度である。これらの結果から
抗原検査は PCR法を補完するものであることが⽰された。これ以上の感染拡⼤
を防ぐためにも、SARS-CoV-2感染に対する診断に抗原検査を同時に使⽤するこ
とが推奨されている[24]。 
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市販の迅速抗原検査の性能については、各国によって異なり、様々な報告がな
されている[36-42]。これらの結果は全て抗原検査の感度 (70〜100％)と⾼い特異
度 (96〜100％)を指しており、平均値においても同様の結果を得ることができた
ことを⽰している[23] 。したがって、COVID-19 に対する抗原検査の特異性は⾮
常に⾼く、有効な⼿段になり得る。また、WHO の緊急時使⽤リスト (EUL)によ
れば、2 種類の抗原検査で検出が可能であった： Abbott Rapid Diagnostics社の
Panbio COVID-19 Ag Rapid Testと SD BIOSENSOR社の STANDARD Q COVID-19 

Ag Testである[43, 44]。これらの抗原検査の感度は、EUL に掲載されていない抗
原検査よりも少し良いものの、それほど⾼くないという意⾒も散⾒される[45-

47]。 

 

このように、基本的に抗原検査は感度が低く、特異度が⾼い。特異度の問題に
関しては、⽇本で市販されている抗原検査に対する 2 つの論⽂に着⽬した[48]。
1 つ⽬の論⽂では、PCR 法と化学発光酵素免疫測定法に基づく抗原検査を⽐較
し、後者は感度 55.2％、特異度 99.6％であり、全体の⼀致率は 91.4％であったと
している[49]。彼らは、抗原検査の特異度が 99.6％と⾼い確率で検出できること
から、抗原検査は、コロナウイルスによる⼊院患者のモニタリングに有⽤である
と結論づけた。⾔い換えれば、偽陽性の確率は⾮常に低いと⾔える。しかし、ま
た別の論⽂では、この抗原検査は偽陽性を⽰す可能性があるとして注⽬されて
いる[50]。⽇本の厚⽣労働省は、抗原検査が陽性の場合、PCRを⾏わずに COVID-

19を確定診断することを認めている[51]。したがって、偽陽性を起こしやすい抗
原検査を⽇本で使⽤することは、SARS-CoV-2に感染していない偽陽性患者が院
内感染の危険にさらされる状況を⽣み出す可能性があると警告している[50]。つ
まり、⼊院患者に対する抗原検査の使⽤は危険であることを⽰している。 

 

PCRと同様に抗原検査でも SARS-CoV-2の測定に対する新規の技術開発が進ん
でいる。蛍光イムノクロマト抗原検査を⽤いた研究では、1週間以内に症状を呈
した患者に対して、感度 93.9％、特異度 100％を⽰し[52]、分⼦⽣物学的⼿法へ
のアクセスが限られている状況において、この抗原検査法が重要なツールとな
ることを⽰した。別のイムノクロマトによる蛍光抗原検査測定を⾏った研究で
は、感度と特異度に関して良好なデータが得られており [53]、感度は 75.6％、特
異度は 100％であった。これらの結果は、蛍光イムノクロマト抗原検査が感染の
初期段階における COVID-19 の診断に有⽤である可能性を⽰唆している。さら
に、ナノザイムと酵素化学発光免疫測定法をラテラルフローストリップで統合
した迅速検出システムがある[54]。他のほとんどの検査がヌクレオカプシドタン
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パク質を⽤いているのに対して、この抗原検査はスパイクタンパク質を標的と
している。スパイクタンパク質は新型コロナウイルスに対して特異的なタンパク
質である。そのため COVID-19の検査に対して⾮常に有効なタンパク質である。
しかし、その特異性の⾼さから変異株の多い新型コロナウイルスでは各変異株
のスパイクタンパク質に対する検査法が必要になるデメリットが存在する。こ
のシステムは、SARS-CoV-2抗原検出のための⾼感度 POCT (point-of-care testing)

を使ったアプローチである。 

 

(4)チオ NAD サイクリング ELISA の原理について 

抗原検査はタンパク質を検出する。PCR 法により増幅できる核酸とは異なり、
タンパク質はそれ⾃体を増幅できない [24]。したがって、本⼿法は微量のタン
パク質の検出可能なシグナルを増幅するものである (図 1-3)。微量なタンパク質
の定量的検出は、標的タンパク質に特異的な 2 つの異なる抗体を⽤いたサンド
イッチ ELISAによって構築されている。ELISA法は、簡便、迅速、特異的、⾼
感度な検出法であるため、医療における診断ツールや、様々な産業における品質
管理チェックに広く⽤いることができる[55]。 

 

 
図 1-3：チオ NADサイクリング ELISA法概要図 

(Kyosei Y, Yamura S,et al,. Biophys Physicobiol. 2021 Feb 10;18:28-39. doi: 

10.2142/biophysico.bppb-v18.004.) [4]より CC-BY4.0に基づき転載 
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ELISA法において、２種類の抗体はそれぞれ、固相抗体、検出抗体とする。固相
抗体は ELISA プレートの固相に定着することで抗原を取得するのに使⽤される。
検出抗体は基質と反応する酵素を連結して使⽤される。例として、標準酵素とし
てアルカリフォスファターゼ (Alkaline Phosphatase ：ALP)を⽤いると、リン酸
化された基質を脱リン酸化することができる。この基質の変化は検出可能なシ
グナルとして⽣じる。このシグナルは他の基質による変化を加えない限り、時間
経過とともに直線的に変化するため。直線的な変化ではタンパク 1 個に対して
シグナルが 1 上がることと同義であるため、タンパク質量が多量でないと測定
できず、⾼い検出感度にすることは⾮常に難しい。 

 

そこで、⾼い検出感度をタンパク質測定法で実現するため、サンドイッチ ELISA

法と酵素サイクリング法という 2 つの別々に存在する⼿法を組み合わせた (図
1-3)。酵素サイクリング法は酵素機能が連続的に反応する。その結果、基質が増
幅される⼿法である[56, 57]。この⼿法では、⼀般的に 2 つの異なる酵素反応系
を⽤い、各酵素が独⽴かつ協調的に同じ基質に対して作⽤する。しかし、本⼿法
では ELISAに ALPを⽤いるため、酵素の数を減らし、1つの酵素のみを⽤いて
作⽤させた。 

 

本⼿法で使⽤される循環酵素は 3α-HSD (3α-hydroxysteroid dehydrogenase)であ
る[58]。このサイクリング反応では、過剰量の NADH (Nicotinamide-Adenine 

Dinucleotide)とチオ NAD (Thionicotinamide-Adenine Dinucleotide)は 3α-HSD の補
酵素としてサイクリング反応を促進する[59]。すなわち、サイクルの各ターンに
おいて、3α-HSDは、チオ-NADを補酵素として 3-ケトステロイドに酸化される。
逆反応では、3-ケトステロイドは NADHを補酵素として 3α-HSDにより 3α-ヒド
ロキシステロイドに還元される。 

 

チオ NADはチオ-NADHに還元されるが、これは、サイクリング中に発⽣する
他の補酵素 (吸光度極⼤はすべて 340 nm以下)の⼲渉を受けずに、400 nm、例え
ば市販のマイクロプレートリーダーで 405 nmの吸光度の増加によって直接測定
することができる。この⽅法は現在、チオ NAD サイクリングと呼ばれている。
これらの特徴により、チオ-NADHの累積量を測定することで、3α-ヒドロキシス
テロイドの量を⾼感度で測定することが可能となる。しかし、酵素サイクリング
法で得られる検出可能なシグナルも時間経過によって直線的な変化を⽣じる。 

 

この 2つの時間経過によって直線的なシグナルを取得できる⼿法を組み合わせ
ることにした (図 1-3)。本⼿法によって ALP を直接測定すると、10-20モルもの
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オーダーで検出できる。この⾼感度な検出システムを「チオ NADサイクリング
ELISA法」と呼ぶ[20, 60]。 

 

最近⾏われた実験では、チオ NADサイクリング ELISA法に最も適した⼀次基
質は 17β-メトキシ-5β-アンドロスタン-3α-オール 3-リン酸 (A3P)であり、405  

nmで発⽣したシグナルは 660 nmのシグナルに対して正規化された[21]。この⾼
感度な測定法は、⽐較的安価なマイクロプレートリーダー以外には最⼩限の装
置しか必要としないため、ほとんどの研究室で実施可能である 

 

本⼿法の測定限界を確認するため、Ihaらは先⾏研究で標識酵素である ALPの
みを添加し、サイクリングとの反応性を検討する実験を⾏った[61]。各濃度に調
整した ALP を添加した各ウェルに酵素サイクリング試薬を添加することで、
ALPの個数に対するサイクリングの反応を検討した。この実験により、チオNAD

サイクリング ELISA の検出限界の数値を確定することができる。この先⾏研究
の結果から ALP のみの測定では 10-21 moles/assay まで検出できることがわかっ
た。従って、ウイルスなどのタンパク質を測定する場合、この 10-21 moles/assay

に近い値がチオ NAD サイクリング ELISA 法の検出感度としての限界値になる
ことがこの結果からわかる。 

 

(5)新型コロナウイルスと性ホルモンについて 

SARS-CoV-2がヒトの細胞に感染する際、ウイルスエンベロープ上のスパイクタ
ンパク質が宿主細胞上の ACE2に結合する。ACE2はアンジオテンシン変換酵素
(Angiotensin covering enzyme：ACE)の同族体であり、レニン-アンギオテンシン系
で重要な調整機能を果たす。レニン–アンジオテンシン系においてアンジオテン
シンⅡ (AngⅡ)から Ang1-7 ペプチドに分離でき、⼼臓の保護、⾎管拡張などの役
割がある (図 1-4)。SARS-CoV-2感染時はこの ACE2の作⽤が停⽌し、アンジオ
テンシンⅡからアンジオテンシン 1-7 (Ang1-7)の合成量が減少するため、アンジ
オテンシンⅡによって、アンジオテンシン 1受容体 (AT1R)が活性化され⾎圧上
昇など⾎管に対するダメージが増える。この結果、⾃然免疫によるサイトカイン
ストームが発⽣すると考えられている。スパイクタンパク質は、宿主細胞上のセ
リンプロテアーゼ 2膜貫通タンパク質 (TMPRSS2)によって活性化され、ウイル
ス粒⼦の内在化を可能にする[62]。 その後、ウイルス RNAは宿主細胞質内に放
出され、そこから宿主リボソームへと移動し、他の細胞に感染するための新しい
ウイルス粒⼦を産⽣する。 
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図 1-4：レニン–アンジオテンシン系概要図 

ACE・ACE2によるレニンからアンジオテンシンを⽣成する経路の概要図。 

 

COVID-19 は男⼥で感染の程度と重症度が異なり、⼥性は男性よりも感染しに
くく、重症度も低い[63]。⽶国での詳細な調査によると、⼈種別では男性の
COVID-19 死亡率が⼥性より⾼く、⿊⼈男性の死亡率が全⼈種性グループの中で
最も⾼いことが⽰された[64]。この差の要因としては、⾷事、肥満、喫煙者数に
よって異なるいくつかの可能性がある[65]。これ以外の重要な要因として、免疫
反応の強さにおける性差が挙げられる。感染に対する免疫反応は、男性よりも⼥
性の⽅が強い傾向がある[66]。免疫反応の違いを説明するために X 染⾊体に注
⽬した研究もある[67, 68]。X 染⾊体上に位置する重要な⾃然免疫遺伝⼦（例え
ば、Toll様受容体 7 (TLR7)遺伝⼦の発現が⾼いため、⼥性は樹状細胞においてよ
り多くの抗ウイルスタンパク質とインターフェロンを合成することができ、そ
の結果、重症の SARS-CoV-2 ウイルス性疾患を予防することができるより強固
な免疫系を獲得することができる。 

 

性ホルモンの違いも指摘されている。例えば、⼥性で多く発現している⼥性ホ
ルモンのエストラジオールは、その作⽤機序はよくわかっていないが、SARS-

CoV-2 感染の予防に重要な役割を果たしていると考えられている。Lemes たち
は、アフリカミドリザル腎臓上⽪細胞由来の VeroE6細胞を 17β-エストラジオー
ルで処理すると、SARS-CoV-2 感染のウイルス量が減少することを⽰した[69]。
しかし、SARS-CoV-2の感染減少がなぜ起こるのか、その機序は明らかにされて
いない。 
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1-2本研究の⽬的 
COVID-19 は 2020 年初頭から現在に⾄るまで感染規模を拡⼤していき猛威を

振るっている。感染拡⼤していく中、COVID-19に対する⾼感度な抗原検査法は
多く研究されている。しかし、測定法は現在でも PCR法などの核酸測定が主流
であり、検査・診断に使⽤されている。抗原測定法は、これらの⼿法と⾼感度な
検出法と⽐較しても感度不⾜であると⾔える。加えて、COVID-19感染患者の中
で男⼥による感染度の違いが報告されており、特に⼥性においては有意に感染
率・重症率が低いことがわかっている。これは SARS-CoV-2感染の男⼥差は性ホ
ルモンが関係していると⾔われているが新型コロナウイルス感染にどのように
影響して差が⽣まれているのかわかっていない。 

したがって本研究では新型コロナウイルスに対する超⾼感度な抗原測定法の
確⽴および 17β-エストラジオールを⽤いた SARS-CoV-2 感染抑制の機序解明を
⽬的とした。 

 

 本研究の⽬的を達成するため、新型コロナウイルスのスパイクタンパク質とヌ
クレオカプシドタンパク質に着⽬した。各タンパク質のリコンビナントタンパ
ク質および不活性化 SARS-CoV-2を超⾼感度な抗原検出法である、チオ NADサ
イクリング ELISA 法で測定を⾏い、確⽴に必要な検出限界・定量限界の算出・
解析を⾏なった (2 章および 3 章)。また性別による SARS-CoV-2 の感染差を調
べるためヒト TMPRSS2 を発現した VeroE6 細胞 (VeroE6/TMPRSS2)と⼥性ホル
モンである 17β-エストラジオールと SARS-CoV-2 を模した模擬ウイルスを⽤い
て細胞への感染実験を⾏い、SARS-CoV-2感染時の感染減少メカニズムの解明を
試みた (4 章)。 
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第 2章 

SARS-CoV-2リコンビナントタンパク質の測定 
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2-1序論 
新型コロナウイルスにはスパイクタンパク質、ヌクレオカプシドタンパク質、
エンベロープタンパク質、メンブレンタンパク質の主要なタンパク質が 4 つ存
在する。その中でもスパイクタンパク質とヌクレオカプシドタンパク質は感染
のバイオマーカーとして広く使⽤されており、新型コロナウイルスに対する抗
原検査でもこの 2 つのタンパク質が使⽤されている。しかし、現状の抗原検査
では測定感度が⾼くないため、⾼感度化が望まれている。 

現在、新型コロナウイルスの測定では RNA・タンパク質どちらにおいもヌクレ
オカプシドタンパク質を使⽤することが⼀般的である。ヌクレオカプシドタンパ
ク質を使⽤する理由として、まず使⽤難易度が低いことが挙げられる。ヌクレオ
カプシドはウイルスのRNAの近くに存在し、抽出がしやすいタンパク質である。
そのため測定の際に容易に採取が可能なタンパク質であると⾔える。次に変異
が起きづらいタンパク質であるとされている点である。RNA の近くに存在する
ことから変異株でヌクレオカプシド⾃体の変異はほとんどなく、PCR 法におい
ては同様の配列を持つプライマーを使⽤しても測定することが可能であること
が知られている。そのため、変異の起きやすい新型コロナウイルスにおいても等
しく測定することが可能であり、検査においては有効なタンパク質であること
がわかる。しかし、これらのメリットは同時にデメリットにもなる場合がある。
確かにヌクレオカプシドタンパク質は測定に適したタンパク質であるが、変異
株との差別化が難しい。これは通常株に感染したのか変異株に感染したのか区
別することができず、同じ病棟で療養する場合、別株に感染するリスクが増加し
てしまうことなどが想定される。 

そこで、もう⼀つ着⽬したのがスパイクタンパク質である。スパイクタンパク
質は新型コロナウイルスに対して⾮常に特異性の⾼いタンパクであり、変異株
においても変異の多いタンパクであることから感染した株を特定することが可
能である。しかし、変異が多いということから測定難易度が⾼く、ヌクレオカプ
シドタンパク質ほど使⽤されない。このスパイクタンパク質のうち、測定対象と
して、ACE2との結合部位である RBD (recepter binding domein：RBD)をもつ S1

領域を使⽤することにした。 

 本研究では、それぞれ特徴を持ったスパイクタンパク質 (S1タンパク質)とヌ
クレオカプシドタンパク質の２種類のタンパク質に着⽬し、チオ NADサイクリ
ング ELISA によって測定を⾏った。また、本⼿法の感度がどの程度であるのか
評価するため、得られたデータから検量線を作成し、検出限界および定量限界を
算出することで評価を⾏った。 
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2-2材料と⽅法 

(1)抗体 

チオ NAD サイクリング ELISA はサンドイッチ ELISA 法と同様に２種類の抗
体を⽤いた。それぞれ抗原を捕捉する 1 次抗体と基質が標識された 2 次抗体と
して使⽤した。本研究では、S1 タンパク質及びヌクレオカプシドタンパク質の
2 種それぞれに対して特異的な抗体を使⽤するため計４種類の抗体を使⽤した。 

 

・S1タンパクに対する抗体 

S1 タンパク質に対する抗体はどちらもハカレル社から提供されたものを使⽤
(1次抗体：A1-1C7、2次抗体：A2-7G6)。 

 

・ヌクレオカプシドタンパク質に対する抗体 

ヌクレオカプシドタンパク質に対する抗体は Meridian 社の抗体を使⽤ (1 次抗
体：Cat. No.9548、2次抗体：Cat. No.9547)。 

 

(2)抗原 

S1タンパク 

GenScript社 (ヒト細胞由来、78.3kDa、Cat #Z03501) 

 

ヌクレオカプシドタンパク質 

East Coast Bio社 (⼤腸菌由来、48kDa、Cat #LA600) 

 

(3)サイクリング試薬 

本研究で使⽤したチオ NAD サイクリング ELISA 法では 2 次抗体に標識された
ALP とサイクリング試薬の反応によって、引き起こされる。このサイクリング
試 薬 は 100 mM Tris-HCl (pH9.0) に 1.0 mM NADH1.0 mM NADH 

(Dihydronicotinamide-adenine dinucleotide, disodium salt; #10107735001 および
#N1161-10VL ; Roche ） , 2.0 mM thio-NAD (Thionicotinamide-Adenine 

Dinucleotide ,Oxidized Form; #306-51003;オリエンタル酵⺟), 0.4 mM A3P (北海道
医療⼤学の吉村先⽣より提供）、および 10 U/mL 3α-HSD (#T-58 ;旭化成ファーマ)

を溶解させたものである。 
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(4)リコンビナントタンパク質によるチオ NAD サイクリング ELISA

法の開発 

本研究では新型コロナウイルスに対する測定法として、チオ NAD サイクリン
グ ELISA法を⽤いて、ヌクレオカプシドタンパク質および S1タンパク質の測定
を⾏った。測定⼿順は以下の通りに⾏う。 

 

1. 96 ウェルプレートに炭酸バッファーで 1 μg/mL に調整した 1 次抗体を 100 

μL 添加し、室温 1時間静置で反応させる。 

2. 96 ウェルプレートを 0.05％Tween20 含有バッファーで 3 回繰り返し洗浄を
⾏う。 

3. 1 次抗体をコートしたプレートに 1％ BSA (⽜⾎清アルブミン)/TBS バッフ
ァーを各ウェル 300 μL 添加し、ブロッキングを⾏う。室温 1時間静置し反
応させた。 

4. 反応後に、96ウェルプレートを 0.05％ Tween20含有バッファーで 9 回洗浄
を⾏う。 

5. ブロッキングしたプレートに 0.1％ BSA/TBS で希釈したリコンビナントタ
ンパク質 (1000、500、250、125、62.5、31.25 pg/mL)を各ウェルに 100 μLず
つ添加する。添加後室温で 1時間振とうを⾏う。 

6. 反応後、0.05％ Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

7. 抗原まで反応をさせたプレートに 0.1％ BSA＋0.02％ Tween20を TBS に含
んだバッファーによって 2次抗体を 100 ng/mLに調整し、各ウェルに 100 μL

添加し、室温で 1時間振とうさせる。 

8. 反応後、0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

9. 最適条件に調整したサイクリング試薬を各ウェルに 100 μL 添加する。 

10. サイクリング試薬添加後、マイクロプレートリーダーを 37℃に調整し、60

分の間、5分おきに吸光度の測定を⾏う。このとき、405 nmの吸光度で測定
を⾏い、660 nmの吸光度によって正規化した。 

 

(5)JSTAT による統計解析 

本研究では 100 μLを 1 assayとして定義し、実験で得られた測定データは平均値
±SD  (標準偏差：standard deviation)で表記した。有意差は FreeJSTAT Version 22.0E

を⽤いて決定し、p<0.05を有意とみなした。 

LODは、サンプルの⼊っていないブランクの 3倍 SDから推定した。LOQはブ
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ランクの 10倍 SDを⽤いて推定した。変動係数(CV)はそれぞれ、アッセイ内再
現性 (intra-assayCV)およびアッセイ間再現性 (inter-assayCV)をそれぞれ求めた。 
 

2-3結果 

(1)S1 タンパク質測定 

チオ NADサイクリング ELISA法を⽤いて SARS-CoV-2のリコンビナント S1タ
ンパク質に対する測定を⾏った。3 ⼈の実験者によって測定を⾏い、得られた結
果から検量線を作成した。複数⼈の異なる実験者によって測定結果を⽰すこと
で、チオ NAD サイクリング ELISA 法による測定では実験者による⼿技の違い
が反映されない正確性を⽰すとともに、どの実験者においても同等の検出感度
を算出できる実現性を持つかの評価を⾏うことができる。これらの結果を作成
した検量線から、LODおよび LOQを算出し、その結果からチオ NADサイクリ
ング ELISAの評価をした。 

 

 

図 2-1：リコンビナント S1タンパク質を使⽤した測定結果 

(Kyosei Y, Namba M,et al,. Microorganisms. 2021 Oct 25;9(11):2214. doi: 

10.3390/microorganisms9112214.) [70]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

すべての実験者で検出限界が 10-18 moles/assayを超えており、⾮常に⾼感度な結
果を得ることができた。特に 1 ⼈⽬の結果では、10-19 moles/assayもの検出限界
であり、濃度に変換すると約 200 fg/mLもの微量なタンパク質での測定が可能な
ことが⽰唆された。また、変動係数は intra-assay では、1000 pg/mLで 0.7％を⽰
した。加えて、inter-assayでは、1000 pg/mLにおいて 15％以下を⽰した。これら
の変動係数から正確性および再現性を保証する測定であることを⽰す結果とな
った。 
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(2)ヌクレオカプシドタンパク質測定 

S1 タンパク質と同様にヌクレオカプシドタンパク質でも 3 ⼈の実験者によって
検量線を作成し、LODおよび LOQの算出を⾏った(図 2-2)。 

 
図 2-2：リコンビナントヌクレオカプシドタンパク質を⽤いた測定結果 
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(Kyosei Y, Namba M, et al,. Biol Pharm Bull. 2021 Sep 1;44(9):1332-1336. doi: 

10.1248/bpb.b21-00387. Epub 2021 Jun 19.) [71]より引⽤ 

 

図の結果から、どの実験者においてもブランクの標準偏差から算出した LODは
10-17 moles/assayとなり、S1タンパク質と同様に⾼感度であることが⽰唆された。 
 

2-4考察 
本研究の結果から、リコンビナントタンパク質を⽤いて新型コロナウイルスの
S1 タンパク質およびヌクレオカプシドタンパク質に対して最適なチオ NAD サ
イクリング ELISAの開発を⾏った。S1タンパク質の測定では検量線から算出し
た検出限界が 10-19 moles/assayであり、ヌクレオカプシドタンパク質では 10-17 

moles/assayであり超⾼感度な測定法であることが⽰唆された。 

 

 S1 タンパク質のチオ NAD サイクリング ELISA 測定は他の抗体での測定も⾏
っている。この先⾏研究では、固相抗体および検出抗体がそれぞれ本研究結果で
⽤いられたものとは異なる。この結果は、実験者は⼀⼈で⾏なったものであるが、
本研究と同様に検量線から、検出限界および定量限界の算出を⾏った(図 2-3)。 

 

 

図 2-3：抗体の異なる S1タンパク質の測定 

(Kyosei Y, Namba M, et al,. Diagnostics (Basel). 2020 Aug 14;10(8):594. doi: 

10.3390/diagnostics10080594.)[72]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

この結果から算出した検出限界では 10-18 moles/assayであり、⾼感度な検出が可
能である範囲である。しかし、本研究の検出結果と⽐較すると、10 倍以上検出
限界に差があり本研究結果が⾮常に⾼感度であることがわかった。したがって
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本研究ではさらに感度の向上に成功したと⾔える。また、10-19 moles/assay とい
う検出感度は、⾮常に微量なタンパク質を測定可能な検出法である。 

本研究の検出法であるチオ NADサイクリング ELISAは超⾼感度な⼿法である
のか先⾏研究から定義する。Goodingは⽣物系の研究においてバイオセンサーに
対する超⾼感度という⾔葉の定義をしている。この論⽂ではサブピコモル (10-13 

moles/L)以下の検出を可能とする検出法を超⾼感度と定義している[73]。 

この定義に従って、本研究の⼿法であるチオ NADサイクリング ELISAが超⾼
感度のバイオセンサーであるのか考察する。論⽂ではリットル単位であるので、
これを ELISA法のシグナル検出の際に使⽤する容量である 100 μLに修正して、
算出すると、100 μL単位での超⾼感度検出は 10-17 moles/assay (100 μL)となる。
本研究の測定結果では、S1 タンパク質・ヌクレオカプシドタンパク質どちらの
検出感度においても 10-17 moles/assay 以下であり、バイオセンサーとしてチオ
NADサイクリング ELISAが超⾼感度であることを⽰した。 
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第 3章 

不活性化 SARS-CoV-2を⽤いたチオ NAD 

サイクリング ELISA測定 
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3-1序論 
第 2 章の結果から、リコンビナントタンパクを⽤いたチオ NAD サイクリング

ELISAでは、S1タンパク質において 10-19 moles/assay、ヌクレオカプシドタンパ
ク質では 10-17 moles/assay以上の検出感度で測定されたことから、超⾼感度検出
が可能であることが⽰された。また実験結果から算出した変動係数(CV)から異
なる実験者が測定した場合においても、同等の検出感度で測定可能であること
がわかった。この結果はチオ NAD サイクリング ELISA 法が新型コロナウイル
スの主要タンパク質において、超⾼感度かつ再現性をもつ検出法であることを
⽰唆している。⼀般的な検出法において⾼感度・再現性は⾮常に重要な要素であ
る。しかし、ウイルスの検出法として、⽤いることを想定すると、リコンビナン
トタンパク質の検出だけでなく、SARS-CoV-2⾃体の検出も必要であると考える。
従って本研究の測定対象である新型コロナウイルス (SARS-CoV-2)を⽤いた検
出も⾏うことにした。 

 

 しかし、新型コロナウイルスを活性がある状態や患者検体などを測定する場
合、取り扱いは現状でも BSL (バイオセーフティーレベル)が 3 以上の施設が必
要になる。そのため、施設が⼗分に揃っている研究機関または医療機関では難な
く取り扱いができるが、そうではない臨床現場・研究機関で新型コロナウイルス
の測定を⾏う場合は、新型コロナウイルスに対する BSLが下がるか、ウイルス
の RNAを何らかの⽅法で破壊し、不活性化させることで測定する⽅法の２点が
考えられる。これまでの感染⼈⼝数を考えると BSL3以上の施設に限定されてし
まうと施設が不⾜してしまう。従って、新型コロナウイルスを前処理として不活
性化させ、測定を⾏う必要がある。この⽅法は、先⾏研究においてもその重要性
が⽰唆されている[74-76]。 

 

 本研究では、第 2 章で作製したチオ NADサイクリング ELISAの測定系を⽤い
て、実際の新型コロナウイルスを UVB 照射によって不活性化した SARS-CoV-2

を抗原として測定を⾏い、本⼿法が不活性化ウイルスにおいても有効であるか
どうか評価を⾏った。また、不活性化ウイルスに対する測定感度についても評価
を⾏った。 
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3-2材料と⽅法 

(1)抗体 

チオ NAD サイクリング ELISA はサンドイッチ ELISA 法と同様に 1 次抗体お
よび 2 次抗体の２種類抗体を⽤いる。それぞれ抗原を捕捉する 1 次抗体と基質
が標識された 2 次抗体として使⽤する。本研究では、S1 タンパク質及び、ヌク
レオカプシドタンパク質の 2 種それぞれに対して特異的に反応する抗体を使⽤
するため計４種類の抗体を使⽤した。 

 

・S1タンパクに対する抗体 

S1 タンパク質に対する抗体はどちらもハカレル社から提供された抗体を使⽤
した (1次抗体：A1-1C7、2次抗体：A2-7G6)。 

 

・ヌクレオカプシドタンパク質に対する抗体 

ヌクレオカプシドタンパク質に対する抗体はMeridian社の抗体を使⽤した。(1

次抗体：9548、2次抗体：9547) 

 

(2)抗原 

本研究で使⽤した抗原は⼤阪⼤学微⽣物病研究所から提供された SARS-CoV-

2(JPN/TY/WK-521)を使⽤して測定を⾏った。このウイルスは提供場所で 2％ 

FCS (ウシ胎児⾎清)を添加した DMEM を⽤いて VeroR6/TMPRSS2 (JCRB1819)

細胞で増殖させたものである。ウイルス⼒価は 5.25 log10 TCID50/50 μLであり、
RNA量は 2.6×107 copies/μLであった。 

 

培養上清を UVB 照射 (GL15、東芝ライテック)により 51 μW/cm2で 30分間照
射することで不活性化を⾏なった。 

 

 

(3)チオ NAD サイクリング ELISA 法について 

不活性化ウイルスを測定するため、第 2 章のチオ NADサイクリング ELISAを
⽤いて測定を⾏った。 

 

1. 96 ウェルプレートに炭酸バッファーで 1 μg/mL に調整した 1 次抗体を 100 
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μL 添加し、室温 1時間静置で反応させる。 

2. 96 ウェルプレートを 0.05％Tween20 含有バッファーにより、3 回洗浄を⾏
う。 

3. 1 次抗体をコートしプレートに 1％ BSA (⽜⾎清アルブミン)/TBS バッファ
ーを各ウェル 300 μL 添加し、ブロッキングを⾏う。室温 1時間静置で反応
させる。 

4. 反応後、プレートを 0.05％ Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

5. ブロッキングしたプレートに 0.1％ BSA/TBS で希釈した不活性化ウイルス
(2.6×107 copies/assayから 2.6×102 copies/assayまで 10倍ずつ希釈)を各ウェル
に 100 μLずつ添加し、室温で 1時間振とうさせる。 

6. 反応後、0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

7. 抗原まで反応をさせたプレートに 0.1％ BSAおよび 0.02％ Tween20を TBS

に含んだバッファーによって 100 ng/mLに調整し、各ウェルに 100 μL 添加
し、室温で 1時間振とうさせる。 

8. 反応後、0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

9. 最適条件に調整したサイクリング試薬を各ウェルに 100 μL 添加する。 

10. サイクリング試薬添加後、マイクロプレートリーダーで 37℃、60分間、5分
おきに吸光度の測定を⾏う。このとき、吸光度は 405 nmで測定を⾏い、660  

nmの吸光度によって正規化した。 

 

(4)統計解析 

本研究では 100 μL を 1 assay として定義し、実験で得られた測定結果は平均値
±SD  (標準偏差：standard deviation)で表記した。有意差は FreeJSTAT Version 22.0E

を⽤いて決定し、p<0.05で有意差があるとみなした。 

検出限界 (LOD：limit of detection)は、サンプルの⼊っていないブランクの 3 倍
SDから推定した。定量限界 (LOQ：limit of quantification)はブランクの 10倍 SD

を⽤いて算出・推定した。変動係数 (CV)はアッセイ内再現性 (intra-assayCV)お
よびアッセイ間再現性 (inter-assayCV)をそれぞれ求めた。 

 

3-3結果 

(1)S1 タンパク質検出抗体を⽤いた測定 

本研究では第 2 章で使⽤した実験系を使⽤して UVB 照射によって不活性化し
たウイルスの測定を⾏った。まず、S1 タンパク質に対する抗体を⽤いて不活性
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化ウイルスの測定を⾏った。この実験においても 3 ⼈の異なる実験者によって
それぞれ実験を⾏い、データの取得を⾏った(図 3-1)。 

 

 

 
図 3-1：不活性化ウイルス(S1)測定 

(Kyosei Y, Namba M,et al,. Microorganisms. 2021 Oct 25;9(11):2214. doi: 

10.3390/microorganisms9112214.)[69]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

結果から、3 ⼈の実験者全てにおいてブランクと⽐較し、2.6×106 copies/assayで
有意に⾼いシグナルを得ることができた。また、⼀⼈の実験者のみだが 2.6×105 

copies/assay でも有意差があることが⽰唆された。3 ⼈の実験者の結果は全て同
等の検出感度であるため、再現性をもつ測定結果であることも⽰唆された。 

 

(2)ヌクレオカプシドタンパク質検出抗体を⽤いた測定 

次に S1タンパク質抗体を使⽤した実験と同様にヌクレオカプシドタンパク質を
捕捉する抗体を⽤いて不活性化ウイルスの測定を⾏った (図 3-2)。 
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図 3-2：不活性化ウイルス(NP)測定 

(Kyosei Y, Namba M, et al,. Biol Pharm Bull. 2021 Sep 1;44(9):1332-1336. doi: 

10.1248/bpb.b21-00387. Epub 2021 Jun 19.)[70]より引⽤ 

 

結果から、ヌクレオカプシドタンパク質に対する抗体では⼀貫して 3 ⼈の実験
者から同等の検出結果が得られ、検出限界としては 2.6×104 copies/assay以上の濃
度でブランクよりも有意に⾼いシグナルを得られた。 
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3-4考察 
本研究の結果から、第 2 章で確⽴した新型コロナウイルスに対するチオ NAD

サイクリング ELISA法を⽤いて、UVB 照射により不活性化した SARS-CoV-2に
対して S1タンパク質およびヌクレオカプシドタンパク質２種類のタンパク質を
捕捉する抗体を使⽤した測定を⾏なった。この結果、それぞれ S1タンパク質抗
体を使⽤した場合は 2.6×106 copies/assay、ヌクレオカプシドタンパク質抗体では
2.6×104 copies/assay以上の濃度で測定可能であるとわかった。 

 

 この結果を PCR法および蛍光抗原検査法と⽐較した。Real-time PCRは新型コ
ロナウイルスの陽性検査において主要な検査⽅法であり、⾼感度であることが
知られている。その検出感度は数 copies/assayという感度である。本研究の結果
はこの感度には届いていない。しかし、蛍光免疫測定法を⽤いた抗原検査では、
2.0×103 copies/μL という検出感度である[77]。本研究では検出感度としてヌクレ
オカプシドにおいて、約 104 copies/assayであるが、この測定はチオ NADサイク
リング ELISAの容量で算出しており、1 assay=100 μLであるため、これを 1 μL

に変換すると、本研究結果は約 102 copies/μL となる。これを先ほどの先⾏研究
と⽐較すると、本法は 10倍以上感度が⾼く、蛍光抗原検査の検出感度を超えて
おり、抗原検査として⾮常に⾼感度な検出法であることがわかる。また、検査に
使⽤することを想定した場合、新型コロナウイルス感染者内でのウイルス量を
超える感度で測定することができれば検査法としても使⽤することができると
⾔える。先⾏研究では、新型コロナウイルスに感染した患者の体内から採取され
たウイルス RNA 量は約 106〜107 copies/mL 以上である[78]。本研究のヌクレオ
カプシドタンパク質に対する抗体を⽤いたチオ NAD サイクリング ELISA では
ウイルス量以上の検出感度を有しており、S1 タンパク質に対する抗体を使⽤し
た実験系においても近い感度であることがわかる。これらの結果からチオ NAD

サイクリング ELISA は不活性化ウイルスに対しても⾼感度に測定できることが
わかる。 

 

本研究の結果から、チオ NADサイクリング ELISAが⾼感度であることを蛍光
測定と⽐較して証明したが、市販の抗原検査と⽐較しても同様の結果になるのだ
ろうか。Atienzarらの論⽂では,市販の迅速抗原検査キット 19 個を⽐較して培養
上清、乾燥綿棒、Amies培地の３種類のサンプルの測定を⾏い、どれほどの検出
感度であるか測定を⾏っている。それらのキットの中でWHOが検出感度として
許容している 1.0×106 copies/mLを検出可能なキットは 14キットだったとしてい
る。したがって 5キットは測定ができないことを⽰している[79]。106 copies/mL
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は assayに直すと、105 copies/assayになる。本研究ではヌクレオカプシドタンパ
ク質の検出において、104 copies/assayまで測定できたため、チオ NADサイクリ
ング ELISA の検出限界は WHO の定める基準を満たした抗原検査法と⽐較して
も、10 倍以上⾼いことを⽰している。この結果から、実際に市販でも購⼊可能
な抗原検査キットや通常の抗原検査は抗原検査の中でも⾼感度な⼿法であるこ
とがわかった。 

 

 S1 タンパク質測定とヌクレオカプシドタンパク質測定の検出感度を⽐較する
と 100 倍ほどヌクレオカプシドタンパク質抗体を⽤いた測定で⾼く、差がある
ことがわかる。この差は SARS-CoV-2 の不活性化⽅法にあるのではないかと考
えた。本研究で使⽤した不活性化 SARS-CoV-2 は UVB 照射を 30 分⾏うことで
不活性化している。すなわち、外部から UVBをウイルス培養液に照射すること
になるが、この⽅法だと構造上ウイルスの外に存在するスパイクタンパク質は
ヌクレオカプシドタンパク質よりも UVBの影響を受けやすいと考えた。そこで
⼤阪⼤学微⽣物病研究所からUVB 照射時間を変えた不活性化ウイルスを提供し
てもらい、UVB 照射時間によって測定感度に差が出るのか S1 タンパク質検出
抗体を使⽤して実験を⾏った (図 3-3)。不活性化ウイルスを作製する際の UVB

照射時間を 10分と 20分、30分の３種類⽤意し、それぞれに対してチオ NADサ
イクリング ELISAによって吸光度に差があるのか測定を⾏い、⽐較した (図３-

3)。 

 

図 3-3：S1タンパク質検出抗体による UVB 照射時間の⽐較 
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UVB 照射時間 10分、20分、30分の SARS-CoV-2の測定結果を S/N⽐によって
⽐較したグラフ。各測定値を one-way ANOVAおよび post-hoc Holm testによって
有意差を算出した。有意差は*P < 0.05, **P < 0.01 とした。 

 

この結果から UVB 照射時間を変更した場合では、UVB 照射時間が 10 分から
30分において統計解析した場合、UVB 照射時間 10分と⽐較して 20分と 30分
の照射時間では有意に S/N⽐が低く、UVB 照射時間によって検出感度が減少し
ていく傾向があることがわかった。したがって、スパイクタンパク質の測定にお
いて、UVB 照射による不活性化の影響が少なからずあると考えることができる。
本研究の結果により、各タンパク質の検出感度を⽐較した際に 100 倍の感度差
がある理由も UVBであると結論づけることができる。少なくともスパイクタン
パク質の測定を⾏う場合は他の不活性化⽅法を考える必要もあると考える。 

 

 SARS-CoV-2 を不活性化するため、UVB 照射を⽤いている。これはウイルス
のもつ RNA・DNAの性質として、波⻑ 260 nm 付近の波⻑を吸収するため、近
い波⻑を持つ UVB 照射によって、RNA・DNA に損傷が⽣じる。この⼿法によ
ってウイルスの持つ増殖能⼒が破壊され、死んでいくことになる。RNA の破壊
によって、UVB 照射は不活性化を促しているが、本研究結果により、UVB 照射
による不活性化はウイルスの持つ RNA を確実に不活性化することが可能であ
る。加えて、この不活性化能⼒は⾮常に⾼い⼿法であるが、本研究のチオ NAD

サイクリング ELISA 法による測定には適さない⼿法の可能性がある。実際に新
型コロナウイルスに限らず、ウイルスタンパク質に対する不活性化は様々な⼿法
が試されている。 

Pattarson らの論⽂では様々な不活性化⽅法に対する SARS-CoV-2 の感染性を
ウイルス⼒価 (TCID50および PFU)によって評価している。この際の不活性化⽅
法は熱、界⾯活性剤、UV 照射、Trizol・Trizol LS、エタノール、パラホルムアル
デヒドを使⽤し、不活性⼒価の検討を⾏っている。これらの⽅法は⼀定の濃度お
よび温度において SARS-CoV-2の不活性化を⽰している。しかし、抗原検査に適
さない⽅法も存在する。例えば、熱による不活性化ではタンパク質を熱変性によ
り不活性化を促しているが、これは抗原抗体反応を⽤いた ELISA 法やイムノク
ロマト法のようなタンパク質を測定する抗原検査では抗体の反応性が下がるた
め、デメリットでしかない。仮に測定できたとしても検出感度が著しく低下する
可能性がある。加えて、筆者らの研究結果では 80℃以上で不活性化を⽰してお
り、考察でも抗原検査などのタンパク質測定には適していないとしていた。ここ
で、もっとも不活性化を効率的に⾏えた試薬が Trizolである。これは界⾯活性剤
として RNAの抽出に⽤いられる試薬であり、エンベロープウイルスの脂質膜を
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破壊することで RNAを抽出することができる。しかし、彼らの結果では Tween20

など他の界⾯活性剤を使⽤した⼿法では不活性化が弱く、Trizolによる不活性化
が最も適しているとしている。この⽅法は基本的にタンパク質に対しては影響が
ないとされているため、不活性化⽅法として効果的な選択肢の⼀つとなる[80]。
本⼿法での抗原検出に対しても界⾯活性剤による不活性化⽅法は有効であり検
出感度向上の可能性がある。 
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第 4章 

17β-エストラジオールによる新型コロナ 

ウイルス感染減少のメカニズム解明 
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4-1序論 
第 2 章および第 3 章の結果からチオ NAD サイクリング ELISA が新型コロナ

ウイルスのリコンビナントタンパク質および不活性化ウイルスに対して⾮常に
有効な検出法であることが検出感度・再現性から証明された。この結果によって、
研究機関や臨床現場において様々な抗原検出に対して応⽤できることが⽰唆さ
れた。また、種類の異なるタンパク質を測定したとしても感度を落とすことなく
測定できることが⽰唆された。 

 

 新型コロナウイルスは男⼥の感染度および重症度において、性差が存在する
ことが以前から指摘されている。この原因としては⾷⽣活や⽣活習慣、喫煙の有
無など様々な要因が指摘されている。その中で、要因の⼀つとして挙げられてい
るのが性ホルモンではないかと⾔われている。新型コロナウイルスがヒトの細
胞に感染する際、細胞膜の ACE2にスパイクタンパク質が結合し、TMPRSS2に
よって細胞内へと侵⼊を促す[62]。 

 

 先⾏研究では、⼥性ホルモンの 1 つであるエストラジオールを添加すること
で、新型コロナウイルスの細胞に対する感染を防御することができるとわかっ
ている。しかし、この性ホルモンによる細胞への感染防御の作⽤機序はいまだに
解明されておらず、どのようにして感染を防御しているのかわかっていない。 

 

本研究では 17β-エストラジオールが ACE2に効果を及ぼし、可溶性 ACE2を多
く発現させることで、細胞へ感染する前に感染が減少すると仮定した。これを証
明するため 17β-エストラジオールの添加濃度を調 整し、培養した
VeroE6/TMPRSS2 細胞と SARS-CoV-2 を模した模擬ウイルスを⽤いて感染度に
差が⽣じるか⽐較を⾏った。また、エストラジオール処理後の培養液を ELISA

測定し、sACE2 がどのように変化するか調べることにした。またここまでに新
型コロナウイルスの検出法として確⽴したチオ NAD サイクリング ELISA によ
って、これらの実験によって sACE2 とエストラジオールの関係性について考察
した。 
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4-2材料と⽅法 

(1)細胞培養実験 

本研究ではアフリカミドリザル腎臓細胞にヒト TMPRSS2 を発現させた
VeroE6/TMPRSS2細胞(細胞バンク：JCRB1819)を使⽤した。通常 VeroE6細胞は
新型コロナウイルスの増殖に使⽤されることが多い細胞であるが、本研究で⽤
いたこの細胞は新型コロナウイルスの感染⼒が通常の 10倍⾼いことがわかって
おり、ヒト TMPRSS2が発現していることから、ヒトへの新型コロナウイルス感
染経路の研究に使⽤できることが先⾏研究よりわかっている[81]。 

 

細胞は 37℃、CO2：5％の条件で培養した。また、培養液は DMEM (低グルコー
ス)に G418(108321-42-2)を終濃度 1 mg/mL、10％FBS を加えたものを使⽤した。 
エストラジオールを添加した細胞では、終濃度が 0.1、1.0、10 μMになるように
培養液に 17β-estradiol (14541-74)を加えた。ブランクの細胞では 0.5％EtOHを添
加して培養した。 

 

(2)模擬 SARS-CoV-2 

本研究では VeroE6/TMPRSS2 細胞への感染度を判断するため、pseudo SARS-

CoV-2 green reporter (#C1110G)を使⽤した。 

 

(3)模擬ウイルスの感染実験 

本研究では模擬ウイルスを以下の⼿順で細胞へ感染させ、感染後蛍光顕微鏡を
⽤いて観察を⾏った。 

1. 培養した VeroE6/TMPRSS2細胞を全て 1.0×105 cells/mLに調整し、シャーレ
に移動させ、24時間インキュベーターで静置する。 

2. 24時間後、シャーレを PBSで洗浄し、1.0×104 vg/mLに調整した模擬ウイル
スを各シャーレに添加する。添加後インキュベーターで 16 時間以上静置す
る。 

3. 模擬ウイルス反応後、PBSで洗浄し、Hoechst 33258を添加し、30分反応さ
せる。 

4. 反応後、PBSで洗浄し、蛍光顕微鏡で観察・画像を取得する。 

5. 取得した画像を ImageJによって解析を⾏なった。 
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(4)sACE2 ELISA kit による測定 

エストラジオール添加後に可溶性 ACE2 の発現量の変化を解析するため、サン
ドイッチ ELISA法を⽤いてタンパク質量の測定を⾏った。 

sACE2の測定には市販のELISAキット (Human soluble ACE2 ELISA kit, SK00707-

01)を使⽤して測定を⾏った。 

 

1. 固相抗体がコートされている 96 ウェルプレートにキット付属のサンプルバ
ッファーで希釈した sACE2スタンダードサンプル (6400、3200、1600、800、
400、200 、0 pg/mL)および培養液を各ウェル 100 μLずつ添加し、室温で 2

時間反応させる。 

2. 反応後、プレートを 0.05％Tween20含有バッファーで 3 回洗浄を⾏う。 

3. キット付属の抗体希釈バッファーで希釈したビオチン化検出抗体を各ウェ
ルに 100 μLずつ添加し、室温で 1.5時間振とうして反応させる。 

4. 反応後、プレートを 0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

5. HRP標識ストレプトアビジンをバッファーで希釈し各ウェルに 100 μL 添加
し、45分間室温で振とうで反応させた。 

6. 反応後、プレートを 0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

7. TMB基質溶液を各ウェルに 100 μL 添加し、遮光して 20分間室温で振とう
で反応させた。 

8. 反応後、各ウェルに停⽌薬を 100 μL 添加した。 

9. マイクロプレートリーダーを⽤いて各ウェルの吸光度をエンドポイントに
よって測定を⾏った。TMBによるシグナルを 450 nmで測定し、570 nmで正
規化した。 

 

(5)チオ NAD サイクリング ELISA 法による sACE2 添加模擬ウイルス

測定 

本研究ではスパイクタンパク質に対する抗体と模擬ウイルスを⽤いてチオ NAD

サイクリング ELISAの実験系を設計し、模擬ウイルスと培養液中の sACE2を反
応させることで、sACE2の効果を評価した。 

 

1. 96 ウェルプレートに炭酸バッファーで 1 μg/mL に調整した 1 次抗体を 100 

μL 添加し、室温 1時間静置で反応させる。 

2. プレートを 0.05％Tween20含有バッファーで 3 回洗浄を⾏う。 
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3. 1次抗体をコートしプレートに 1％BSA (⽜⾎清アルブミン)/TBS バッファー
を各ウェル 300 μL 添加し、ブロッキングを⾏う。室温 1時間静置で反応さ
せる。 

4. 反応後、プレートを 0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

5. ブロッキングしたプレートに 0.1％BSA/TBSで終濃度 106 vg/mLに調整した
模擬ウイルスと細胞培養液を混合させた溶液を各ウェルに 100 μLずつ添加
し、室温で 1時間振とうさせる。 

6. 反応後、0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

7. 抗原まで反応をさせたプレートに 0.1％BSA＋0.02％Tweenを TBS に含んだ
バッファーによって 100 ng/mLに調整し、各ウェルに 100 μL 添加し、室温
で 1時間振とうさせる。 

8. 反応後、0.05％Tween20含有バッファーで 9 回洗浄を⾏う。 

9. 最適条件に調整したサイクリング試薬を各ウェルに 100 μL 添加する。 

10. サイクリング試薬添加後、マイクロプレートリーダーで 37℃60分の間、5分
おきに吸光度の測定を⾏う。このとき、吸光度は 405 nmで測定を⾏い、660 

nmの吸光度によって正規化した。 

 

(6)統計解析 

本研究の ELISA を⽤いた実験データは各測定データからシグナルの平均値か
らブランクの平均値を引くことで得られた。データは箱ひげ図によって⽰した。
有意差は R (バージョン 4.2.1; https://www.r-project.org/)を⽤いて決定し、p<0.05

を有意とみなした。検定には one-way ANOVAおよび post-hoc Holm testを⽤いて
⾏った。 

 

4-3結果 

(1)各エストラジオール濃度による VeroE6/TMPRSS2 細胞に対する蛍

光強度の⽐較 

模擬ウイルスを感染させた VeroE6/TMPRSS2 細胞を蛍光画像として取得し、
ImageJ によって解析を⾏った。そして解析結果からエストラジオール濃度によ
って模擬ウイルスの感染量の違いを in vitroで評価した(図 4-1A)。また、エスト
ラジオールによる蛍光強度変化を箱ひげ図として結果の⽐較を⾏った (図４-

1B)。 



 35 

 

 
図 4-1：各濃度のエストラジオール添加 VeroE6/TMPRSS2 細胞に pseudo viruses

感染の蛍光解析結果。 

(Kyosei Y, Yoshimura T, Ito E. Biol Pharm Bull. 2023 Dec 1;46(12):1842-1845. doi: 

10.1248/bpb.b23-00568. Epub 2023 Oct 21. )[82]より CC-BY4.0に基づき転載 

A 蛍光顕微鏡による模擬ウイルス感染の観察結果。B ImageJ によって観察結果
を箱ひげ図としてグラフ化した結果。 

 

図 4-1B の結果は、画像解析によって、各 17β-エストラジオール濃度の蛍光強
度を平均化し、細胞⼀つの蛍光強度を算出することで⽐較を⾏った。この結果か
ら、細胞⼀つごとに対する蛍光強度が有意に減少していることが⽰唆された。ま
ず、これらの結果によって、エストラジオールを添加した感染細胞と⽐較して添
加していない感染細胞では有意に蛍光強度が⾼いことが⽰唆され、さらに、エス
トラジオール濃度 1 μMまでは濃度上昇に⽐例して感染細胞の蛍光強度も減少す
ることがわかった。 

 

(2)細胞培養液中 sACE2 の測定 

次に模擬ウイルスの感染減少の要因は ACE がエストラジオールによって
sACE2 として細胞から解離することで起こっていると仮定した。この仮定を検
討するため、模擬ウイルスを感染させる前の細胞培養液を採取し、各濃度のエス



 36 

トラジオールによって sACE2がどの程度変化するのかサンドイッチ ELISA法に
よって測定した (図 4-2)。 

 

 
図 4-2：培養液に含まれる sACE2量の測定結果。 

(Kyosei Y, Yoshimura T, Ito E. Biol Pharm Bull. 2023 Dec 1;46(12):1842-1845. doi: 

10.1248/bpb.b23-00568. Epub 2023 Oct 21. ) [82]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

この結果から培養液中に sACE2 の存在を確認することができた。特に 1.0、10 

μMではエストラジオールを添加していない培養液と⽐較して有意に増加してい
ることがわかった。0.1 μM との統計解析ではエストラジオールを添加していな
い場合と⽐較して有意な差は⾒られなかったが、グラフから増加傾向があること
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はわかる。従って、これらの結果からエストラジオールの添加量に⽐例して
sACE2量が増加していくことが⽰唆された。 

 

(3)チオ NAD サイクリング ELISA による sACE2 添加模擬ウイルスの

測定 

これまでの結果からエストラジオールによって、感染前に sACE2の発現量が増
加し、SARS-CoV-2の細胞への感染性が減少することがわかった。最後に sACE2

が事前に模擬ウイルスに結合し、細胞感染をブロックすることでウイルスの感
染⼒⾃体を減少するのか、チオ NADサイクリング ELISAによって sACE2を含
んだ培養液と模擬ウイルスを混合した混合溶液を作製し測定を⾏なった (図 4-

3)。 

 

 
図 4-3：チオ NADサイクリング ELISAを⽤いた模擬ウイルスを使った測定 
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(Kyosei Y, Yoshimura T, Ito E. Biol Pharm Bull. 2023 Dec 1;46(12):1842-1845. doi: 

10.1248/bpb.b23-00568. Epub 2023 Oct 21. ) [82]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

結果からエストラジオールを添加していない培養液と模擬ウイルスを組み合わ
せた結果と⽐較したとき、どのエストラジオール濃度においても吸光度が有意
に低いことがわかった。これらの結果は sACE2 によって模擬ウイルスの結合を
阻害していることを⽰している。 

 

4-4考察 
第 4 章では⼥性の感染率・死亡率の低さを解明するため新型コロナウイルスと

⼥性ホルモンであるエストラジオールの関係について注⽬した。また、エストラ
ジオールと感染に重要な ACE2との関係の解明を⽬的とした。 

 最初に VeroE6/TMPRSS2 細胞と緑⾊蛍光のレポーターを持つ模擬ウイルスを
⽤いてエストラジオールの濃度変化による細胞への感染度の違いについて⽐較
を⾏った。この結果、エストラジオールの濃度に⽐例して模擬ウイルスの蛍光強
度が減少していることがわかった。さらに、エストラジオールによって模擬ウイ
ルスの細胞への感染度も減少していることが⽰唆された。 

 

 次に模擬ウイルスの感染減少の原因は細胞から離れた可溶性ACE2 (sACE2)で
あると仮定した。そこで模擬ウイルス感染前の細胞に使⽤した培養液を採取し、
sACE2 の ELISA 測定を⾏った。測定結果から結果 (1)と同様にエストラジオー
ルの濃度に⽐例して sACE2 のタンパク量も増加していることがわかった。この
結果から新型コロナウイルスへの感染防御として事前に sACE2を放出し感染量
そのものを減少させていることがわかった。 

 

 最後にここまでの結果からエストラジオールによって感染を防ぐため、sACE2

を放出させ新型コロナウイルスの感染を事前に減少させていることが結果から
わかった。加えて sACE2 が細胞から離れ、新型コロナウイルスに対して結合し
感染⼒⾃体を減少させているのか確かめるため、チオ NADサイクリング ELISA

を⽤いて細胞感染前の模擬ウイルスに対する sACE2の効果を測定した。結果か
らエストラジオールによって放出された sACE2 は模擬ウイルスのスパイクタン
パク質に結合し、抗体への結合を有意にブロックしたことがわかった。これは
sACE2 が細胞から解離され、細胞の ACE2 量が減少することで感染量を減少さ
せているだけではなく、感染前のウイルスに結合し、感染⾃体もブロックしてい
る可能性を⽰唆している。 
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 これらの結果はエストラジオールがウイルスの感染を防御する機構を働かせ
ていることを⽰唆しており、男⼥における新型コロナウイルスの感染度差の要
因の⼀つであることを⽰唆している (図 4-4)。 

 

図 4-4：本研究によって解明されたメカニズム概要図。 

(Kyosei Y, Yoshimura T, Ito E. Biol Pharm Bull. 2023 Dec 1;46(12):1842-1845. doi: 

10.1248/bpb.b23-00568. Epub 2023 Oct 21. ) [82]より CC-BY4.0に基づき転載 

 

加えて本研究ではタンパク質によって結果を得られたことも重要な点である。
本研究のように細胞を⽤いた感染経路の解明では PCR 法を⽤いた mRNA の発
現量による研究が⾮常に多く、タンパク量による研究結果は少ない。タンパク質
は⽣体内で最後に発現するものであるため、タンパク質を使⽤した結果は⽣体
内の機構を直接紐解く⼤事な要素である。なぜなら mRNAの発現量とタンパク
質の発現量は⼀般的に相関しないと⾔われている。これはタンパク質への翻訳
効率や mRNAの安定性、タンパク質の分解速度などが挙げられる。これらのこ
とから mRNAの発現量だけではなく、タンパク質の発現量を⽐較することが重
要であると⾔える。本研究ではタンパク質を⽤いて定量的にエストラジオール
の新型コロナウイルス細胞感染メカニズムの解明を⾏うことに成功した。 

 

 また、本研究ではエストラジオールと ACE2 の関係性に着⽬して研究を⾏っ
た。しかし、性ホルモンと新型コロナウイルスの関係性は⼥性ホルモンだけでは
なく、男性ホルモンも関係していると⾔われている。したがって、男性における
新型コロナウイルス感染の作⽤機序を解明するためには男性ホルモンであるア
ンドロゲンを使⽤した実験の必要な可能性がある。ただ、主要な男性ホルモンで
あるアンドロゲンはエストラジオールと異なり、ACE2ではなく TMPRSS2に関
与していると⾔われている。先⾏研究で、TMPRSS2/ETS family融合遺伝⼦は前
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⽴腺がん患者の 30〜70％で確認されており、TMPRSS2遺伝⼦はアンドロゲン応
答性遺伝⼦でもある[83-86]。別の先⾏研究では、実際にアンドロゲンを添加した
細胞では添加後、TMPRSS2 の mRNA 発現量が増加したことがわかっており、
TMPRSS2 発現量の増加から SARS-CoV-2 の感染量増加も認められた[87]。この
研究結果から男性ホルモンであるアンドロゲンと TMPRSS2 との関係は⾮常に
深いことがわかり、TMPRSS2は新型コロナウイルスとも関係していることから、
男性ホルモンであるアンドロゲンと新型コロナウイルスも関係性は深いことが
わかる。このホルモンによる反対の反応が性差による感染度の違いにつながる
のではないか考えられるが、アンドロゲン添加による反応は検討の必要がある。 
 

 ACE2 は新型コロナウイルス感染の結合箇所として注⽬されている細胞膜の
タンパク質であるが、この ACE2はほぼ全ての細胞に普遍的に存在している。し
かし、各組織によって発現割合が異なっている。新型コロナウイルス感染時に肺
炎や咳などの症状が起こることから、肺胞や呼吸器系の細胞などに多く存在し
ている、また⼼臓や腎臓などの臓器系や⽣殖系、⾎管系の細胞などでも⾮常に多
く発現しているとされている[88]。これだけ多くの細胞に発現していることから
急速に全⾝へ感染していき、低確率ではあるが、免疫反応の暴⾛によりサイトカ
インストームを引き起こす。したがって、新型コロナウイルスの感染は感染⾃体
よりも感染後のサイトカインストームやそれによって引き起こされる多臓器不
全などの 2 次災害が⾮常に⼤きい。このことから新型コロナウイルスを感染さ
せない防御機構の解明は⾮常に重要な要素になることがわかる。 

 

 第 1 章でも記載した通り、ACE2 はレニン-アンジオテンシン系のアンジオテ
ンシン変換酵素の⼀つとして⽤いられる。したがって ACE2 の存在はヒトの内
部環境の恒常性に深く関わっている。本研究の結果から、エストラジオールによ
って sACE2量が増加していることがわかったが、これは細胞上の ACE2量が相
対的に減少していることを意味する。この結果は、逆に ACE2が細胞から減少す
ることによって、デメリットがある可能性があるがこれは考えられない。なぜな
ら ACE2の可溶化は⽇常的に発現しているためである。このため、コロナウイル
スへの感染関係なく、⾎液中に数％存在していることがわかっている。本研究の
結果から、⼥性では男性と⽐較すると、エストラジオールにより、sACE2 量が
多いと考えられるため、ACE2が減少することでのデメリットは存在していない
もしくは⾮常に少ないと考えられる。反対にこの感染減少機構が起きない場合、
新型コロナウイルスの感染により、ACE2 のレニン-アンジオテンシン系が働か
なくなり、アンジオテンシンは持つ⾎管拡張や⾎圧減少などの作⽤がなくなっ
てしまうため、体内環境の悪化につながり余計に悪化していくことになり、多臓
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器不全などの⼤きな障害につながる。本研究の結果により、ACE2 が sACE2 と
して乖離されることでレニン-アンジオテンシン系の停⽌が怒らない可能性も⽰
唆された。したがって sACE2 の増加により他の機構が停⽌してしまうようなデ
メリットは存在せず、逆に新型コロナウイルス感染によって⽣じる問題が改善さ
れることによるメリットが⾮常に⼤きい。これが⼥性で重症化しないことにつ
ながる。 
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第 5章 

本研究の総括 
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 COVID-19は、2019年 12⽉に中国の武漢市で確認されてから数年が経過して
なお、世界中で感染者を出している強⼒なウイルスである。その感染者数は 2021

年 10⽉ 31⽇段階で 2.9億⼈を超えており死者数も約 500万⼈にまで及ぶ。この
ウイルスにおいて最も⼀般的な測定法は、⾼感度な測定法として知られる PCR

法である。⾮常に⾼感度な PCR法は検査法として有⽤な⽅法ではあるが、検査
難易度の問題や疑陽性のリスクなど問題点も少なくない。WHOも新型コロナウ
イルスの検査には PCR法だけではなく、タンパク質の測定である抗原検査法も
併⽤して検査することを推奨している。抗原検査法は安価で測定も容易な⼿法で
あるが、PCR 法と⽐べて検出感度が低いことが問題として挙げられる。本研究
では新型コロナウイルスに対して⾼感度な抗原検査法を開発することを最初の
⽬的とした。 

 さらに、新型コロナウイルスは男性と⼥性への感染度および重症度において、
⼥性は有意に低いことが知られている。この要因として⽣活習慣や喫煙者の数、
⾷⽣活など様々なことが挙げられる。その中の⼀つとして性ホルモンによる感
染防御の可能性が指摘されている。特に⼥性ホルモンであるエストラジオール
は⾼濃度で⾃然免疫の働きを促すことが知られており、疾患への免疫防御に⼤
きな影響を与えている。先⾏研究ではエストラジオールによって新型コロナウイ
ルスの細胞感染を抑制することもわかっており、ACE2 の mRNA 発現量を下げ
ることがわかっている。しかし、その防御メカニズムについてわかっていること
は少ない。そこで次に、細胞培養実験および開発した新型コロナウイルスに対す
る測定法を⽤いてエストラジオールによる新型コロナウイルスの感染抑制のメ
カニズムの解明を次の⽬的とした。これら 2つの軸を元に研究を⾏った。 

 最初の⽬的を達成するため、第 2 章ではまず、新型コロナウイルスのタンパク
質のうち、特に S1タンパク質と、ヌクレオカプシドタンパク質という２種類の
タンパク質に着⽬し、これらのリコンビナントタンパク質を⽤いてチオ NADサ
イクリング ELISA 法の実験系の開発を⾏った。それぞれのタンパク質に対する
市販の抗体を⽤いてサンドイッチ ELISA 系を作り酵素サイクリング法と組み合
わせることで⾼感度な抗原検査法の開発を⾏った。結果として、S1 タンパク質
では約 10-19 moles/assay、ヌクレオカプシドタンパク質では約 10-17 moles/assayと
いう超⾼感度な検出感度で測定することができた。この検出感度は従来のタン
パク質測定法の 100 倍以上⾼いことがわかっており、タンパク質濃度に換算し
ても約 10 pg/mL~200 fg/mLという微量なタンパク質の測定に成功している⼿法
であることがわかる。 

 

 第 2 章の結果から、リコンビナントタンパク質を⽤いた実験でチオ NADサイ
クリング ELISA は S1 タンパク質およびヌクレオカプシドタンパク質に対して
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超⾼感度に検出可能であり、通常のサンドイッチ ELISA と⽐較しても有効な検
出法であることを⽰した。しかし、実際に新規測定法として確⽴するためには新
型コロナウイルス⾃体を測定する必要がある。第 3 章では、第 2 章で開発した
チオ NADサイクリング ELISAを⽤いて、UVB 照射によって不活性化をおこな
った SARS-CoV-2 を抗原として⽤いることで、実際の新型コロナウイルスを測
定する際にどれほどの検出感度を算出することができるのか、測定を⾏った。測
定対象として不活性化ウイルスを使⽤した理由は新型コロナウイルスの測定に
は BSL3以上の施設が必要であり、この施設使⽤をしない測定を想定したためで
ある。結果から、S1 タンパク質検出抗体を使⽤した実験系では約 106  

copies/assay、ヌクレオカプシドタンパク質検出抗体を使⽤した実験系では約 104  

copies/assay で検出可能であることが⽰された。この検出感度は蛍光抗原検査法
の 10倍以上⾼い感度を有しており、新型コロナウイルス感染者体内のウイルス
量よりも低い感度で測定できたことになる。したがってチオ NADサイクリング
ELISA法は検査法としても使⽤可能な検出法であることが証明された。 

 

 第 4 章では新型コロナウイルスの性差による感染度の違いを解明するため、
⼥性ホルモンであるエストラジオールと sACE2に着⽬した。可溶性 ACE2と⾔
われる sACE2はウイルスの感染防御に関わると⾔われているが、どのようにし
て発現しているのかわからないタンパク質であり、本研究ではエストラジオー
ルと sACE2の関係性に注⽬することにした。ここでは細胞培養実験を⾏い、細
胞にエストラジオールを添加し、SARS-CoV-2を模した模擬ウイルスを感染させ
ることでエストラジオールによる感染減少の評価を⾏った。実際に蛍光顕微鏡
によって観察した画像を ImageJによって解析し、細胞 1つごとの蛍光強度を平
均化することによって⽐較したところ、エストラジオールの添加量に⽐例して模
擬ウイルスの細胞に対する感染量が減少していることがわかった。これはエス
トラジオールによって模擬ウイルスの感染量が減少していることを⽰している。
次に、エストラジオールによって模擬ウイルスの細胞感染が減少した理由として
ACE2 が sACE2 として細胞液中に放出されていることで細胞への感染が減少し
たのではないかと考えた。そこで、細胞培養後の細胞培養液中 sACE2量を ELISA 

kitによって測定した。細胞培養液中の sACE2量はエストラジオール濃度が⾼く
なるほど増えていき、1.0および 10 μMでは有意に多いことがわかった。しかし、
0.1 μM でも 0 μM と⽐較すると統計的な有意差はなかったが、増加傾向がある
ため、sACE2 はエストラジオール濃度に⽐例して細胞から ACE2 が解離し、放
出されていることが⽰された。この結果によってエストラジオールは ACE2 に
作⽤していることが⽰された。ここまでの結果から解離した sACE2は感染前の
ウイルスに結合し、細胞感染⾃体をブロックしている可能性がある。この仮定を
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検討するため、最後に sACE2が含まれる細胞培養液と模擬ウイルスの混合液を
作製し、チオ NADサイクリング ELISAによってこの混合液の測定を⾏い、吸光
度による⽐較を⾏った。その結果、エストラジオール添加を⾏なった細胞培養液
を混合した模擬ウイルスでは有意に吸光度が減少し、抗体への結合をブロック
していることがわかった。これにより、sACE2 は新型コロナウイルスのスパイ
クタンパク質に結合し、事前に細胞への感染を防御する役割も担っていること
が⽰された。 

 エストラジオールを使った全ての研究結果から⼥性ホルモンであるエストラ
ジオールは新型コロナウイルスが細胞へ感染する際の結合場所として知られる
ACE2 に対して作⽤し、sACE2 として細胞から放出し、ACE2 の量を減少させ、
細胞感染を減少させるとともに sACE2が新型コロナウイルスのスパイクタンパ
ク質に結合し、細胞感染を防御していることが⽰された。このメカニズムはいま
だに解明されておらず、⼥性の新型コロナウイルス感染が男性と⽐較して少ない
ことの証明になったと⾔える。 

 

付章 
 本研究の要であるチオ NAD サイクリング ELISA は様々な測定対象に応⽤が
可能な検出法である。例として、同じ新型コロナウイルスを対象とした場合でも
異なる環境を想定した測定を⾏うこともできる。先⾏研究で新型コロナウイル
スは下⽔中や、汚⽔に多く存在していることがわかっており、そのウイルス量は
約 105 copies/μL程度含まれているという報告もある[89]。下⽔中の新型コロナウ
イルスを測定できれば、クラスター感染を引き起こしている地域をその場所ご
とに特定することが可能となり、事前に感染の拡⼤を防ぐことができる。そこで
応⽤研究の⼀環として、汚⽔の組成を模して作製した⼈⼯汚⽔を⽤いてリコンビ
ナントタンパク質および不活性化ウイルスと混合させることで新型コロナウイ
ルス含有の汚⽔とした。この、新型コロナウイルスが含まれた⼈⼯汚⽔をチオ
NADサイクリング ELISAによって測定を⾏なった (図 5-1および図 5-2)。 
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図 5-1：⼈⼯汚⽔に混合したリコンビナントタンパク質の測定 

A：ヌクレオカプシドタンパク質の測定結果、B：S1 タンパク質の測定結果。3

⼈の実験者それぞれの結果をまとめ、合計同濃度 9 ウェルの測定結果の平均値
および、標準偏差を使⽤してグラフ化した。*P < 0.05, **P < 0.01 は、⼀元配置
分散分析と Tukey testにより、ブランクの値と⽐較した。 

 

リコンビナントタンパク質を⽤いた測定結果は S1 タンパク質およびヌクレオ
カプシドタンパク質どちらもブランクと⽐較して約 31 pg/mL まで有意にシグナ
ルが⾼く、測定可能であることがわかった。この結果は溶液が⼈⼯汚⽔であって
も、通常測定と同様に超⾼感度に測定可能であることが⽰唆された。 

 

 
図 5-2：⼈⼯汚⽔と混合した不活性化ウイルスの測定 

A〜C：S1タンパク質検出抗体を⽤いた汚⽔測定、D〜E：ヌクレオカプシドタン
パク質検出抗体を⽤いた測定。それぞれ 3 ⼈の実験者によって測定を⾏った。*P 
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< 0.05, **P < 0.01 は、⼀元配置分散分析と Tukey testにより、ブランクの値と⽐
較した。 

 

不活性化ウイルスを⽤いた測定ではどちらの検出抗体を⽤いた場合でも約 106  

copies/assay 以上の濃度で測定が可能であることがわかった。測定感度に関して
はリコンビナントタンパク質の測定とは異なり、通常のバッファーを⽤いた測
定と⽐較して 100倍程度感度が落ちている結果になった。 

 リコンビナントタンパク質および不活性化ウイルスを⽤いた汚⽔中ウイルス
測定は⼀定以上の感度が得られた。しかし、実際の検査に使⽤できるほどの感度
を有しているとは⾔い難く、これからさらに改良の必要があることがわかった。
まず、測定する際に、サンプルを遠⼼分離機によって、汚⽔中の夾雑物とウイル
スに分離する作業を⾏なっている (図 5-3)。 

 

 
図 5-3：⼈⼯汚⽔を⽤いた新型コロナウイルス測定のサンプル処理の概要図 

 

図 5-3から 5000gを 15分遠⼼することでウイルス以外の夾雑物の分離を⾏なっ
た。分離できているのか⽬視の範囲で確認することが可能である。超遠⼼分離ま
で使⽤する必要はないため、測定機器に貴重なものは必要ないが、測定⼿順が増
えてしまうことになる。したがってこの操作は測定感度を上げるためにも改善が
必要であると考えている。 

 また、汚⽔中に存在する夾雑物も問題点としてあげられる。夾雑物には様々な
タンパク質と物質が存在する。特に炭素分⼦が問題になると考えている。タンパ
ク質は炭素と結合するため、測定する際に抗体との反応性が低くなる可能性が
ある。加えて、炭素と結合することで遠⼼分離によって夾雑物と分離を⾏う際に
ウイルス量も減少する可能性もある。これらの理由もあり、今回の汚⽔中ウイル
ス測定では検出感度が悪化することになってしまった。しかし、チオ NADサイ
クリング ELISA の応⽤的な研究として測定可能であることを⽰唆することがで
きたと考えている。 
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 本研究により、新型コロナウイルスに対する新規抗原測定法としてチオ NAD

サイクリング ELISA法を確⽴することに成功し、S1タンパク質およびヌクレオ
カプシドタンパク質のリコンビナントタンパク質および UVB 照射した不活性化
ウイルスを定量的かつ超⾼感度に測定できることが明らかになった。また、本⼿
法の応⽤として、エストラジオールと ACE2 が可溶性して細胞から放出され、
sACE2 として新型コロナウイルスの細胞感染に対する防御機構として働くメカ
ニズムを明らかにした。エストラジオールと新型コロナウイルスの感染減少に
ついては以前から研究がなされていたが、ACE2との関係性をタンパク質測定に
よって証明したのは本研究が初めてである。また、エストラジオールによって感
染が減少する機構を解明したのも本研究が初である。これはチオ NADサイクリ
ング ELISA 法という超⾼感度かつ定量的に測定可能な⼿法を開発できたことが
⼤きいと考える。 
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